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La artrosis es una patología articular degenerativa caracterizada por el deterioro 
y la pérdida del cartílago articular. Dada su sintomatología, se trata de una de las 
enfermedades reumáticas más dolorosas e incapacitantes en la actualidad. Esta patología 
afecta a un elevado porcentaje de la población, por lo que se han desarrollado opciones 
terapéuticas para frenar y/o retardar su progresión y, además, regenerar la superficie del 
cartílago. No obstante, ninguna de ellas conduce a la obtención de un cartílago articular 
completamente regenerado y funcionalmente competente.  
Actualmente, las células madre mesenquimales se consideran un potencial 
tratamiento para diferentes enfermedades, incluidas las reumáticas. Estas células pueden 
diferenciarse in vitro en varios tipos celulares, proliferar en cultivo e incluso reparar 
lesiones del cartílago articular. No obstante, distintos estudios sugieren que la población 
de CMM comprende subpoblaciones de células con diferentes potenciales de 
diferenciación y que la capacidad de diferenciación también puede variar en función del 
tejido del que se aíslan. 
Las CMM se caracterizan fenotípicamente por la expresión de antígenos de 
superficie, por lo que es necesario determinar el patrón de expresión de antígenos que 
define la subpoblación celular con mayor capacidad de diferenciación condrogénica. Sin 
embargo, no se ha analizado cuantitativamente la expresión de estos marcadores en los 
tejidos fuente de CMM, en particular, en la membrana sinovial, ni se han determinado 
diferencias de esta expresión entre el tejido sano y el artrósico. 
En este estudio se ha demostrado que las células madre mesenquimales aisladas 
de las diferentes fuentes tisulares reparan in vitro tanto los defectos condrales como las 
superficies artrósicas. Además, nuestros resultados sugieren que la médula ósea es la 
mejor fuente de obtención de células madre mesenquimales para aplicación clínica. Por 
otra parte, se ha puesto de manifiesto que con la artrosis se produce una mayor 
expresión de marcadores de CMM en membrana sinovial, y que estos marcadores, 
excepto el antígeno CD105, están presentes en el tejido de reparación espontánea del 
cartílago articular artrósico. Por último, nuestros resultados sugieren que la 





Una articulación es el lugar donde se reúnen o entran en contacto dos o más 
piezas óseas o cartilaginosas. En el cuerpo humano, existen tres tipos de articulaciones: 
fibrosas (o sinartrosis), cartilaginosas (o anfiartrosis) y sinoviales (o diartrosis). Es en 
estas últimas en las que está presente el cartílago articular y se caracterizan por ser 
articulaciones de gran movilidad. 
 La diartrosis (Fig. I.1) está constituida por diferentes componentes: el cartílago 
articular, los ligamentos (cápsula articular y ligamentos capsulares, intracapsulares y 
extracapsulares), los tendones y músculos periarticulares, y la membrana sinovial, que 
produce el líquido sinovial que rellena la cavidad articular. Algunas articulaciones 
presentan además medios de coaptación de naturaleza fibrocartilaginosa, que mejoran el 










Fig. I.1.- Anatomía de la rodilla. Figura tomada de 
http://www.reshealth.org/sub_esp/yourhealth/healthinfo/default.cfm?pageID=P04019. 
El cartílago articular tiene un papel funcional determinante, pues protege las 
superficies óseas de contacto de las articulaciones sinoviales mediante dos mecanismos: 
1) absorber y distribuir de manera regular las fuerzas de compresión, y 2) aportar una 
superficie lisa que minimice el rozamiento entre las superficies de contacto cuando éstas 
se deslizan entre sí durante el movimiento articular. Estas propiedades derivan de la 
particular composición y estructura de la matriz extracelular (MEC) del cartílago 
articular, así como de su componente celular: los condrocitos. Además, el cartílago 
varía de grosor, densidad celular, composición de la MEC y propiedades mecánicas 
dentro de una misma articulación y entre diferentes especies, lo que pone de manifiesto 





1.1.- COMPOSICIÓ Y ESTRUCTURA DEL CARTÍLAGO ARTICULAR 
El cartílago articular es un tejido conjuntivo hialino viscoelástico, avascular y 
aneural, que cubre las superficies de los huesos que participan en una articulación 
sinovial (diartrosis). Está compuesto por una abundante MEC y un reducido número de 
células (1-2% del volumen total del cartílago) responsables de la síntesis y el 
mantenimiento de la MEC (Fuentes-Boquete y Blanco-García, 2004). 
1.1.1.- Matriz extracelular 
La MEC está compuesta principalmente por agua, que constituye el 70-80% de 
la matriz. El 20-30% restante, denominado “peso seco”, está formado por colágeno 
(50%), proteoglicanos (PG) (30-35%) y otras proteínas de matriz (15-20%) (Benito-
Ruiz et al., 2000).  
1.1.1.1.- Colágeno.- En el cartílago articular adulto, el 90% de colágeno es de tipo II, 
correspondiendo el resto a distintas contribuciones de los tipos de colágeno III, VI, IX, 
X, XI, XII, XIII y XIV (Eyre et al., 2006).  
El colágeno tipo II es característico del cartílago articular, aunque está presente 
en otras estructuras como la notocorda durante el desarrollo embrionario y el humor 
vítreo del globo ocular. Es un tipo de colágeno formador de fibrillas. Consiste en un 
homotrímero formado por tres cadenas α-1(II) idénticas que forman una triple hélice. 
Cada cadena α es un polipéptido de aproximadamente 1.000 aminoácidos, formada por 
unidades repetitivas de un triplete de aminoácidos en el que uno de ellos siempre es la 
glicina. Así, la cadena alfa se puede representar como (Gly-X-Y)333, en donde 
frecuentemente X e Y son respectivamente los aminoácidos prolina e hidroxiprolina. 
Este último aminoácido abunda en el colágeno, pero es infrecuente en otras proteínas 
animales.  
La síntesis de las cadenas alfa comienza en el citosol (Fig. I.2). Una vez en el 
retículo endoplásmico, se produce la hidroxilación de residuos de prolina y las cadenas 
alfa se unen formando la triple hélice. En el aparato de Golgi, ocurre la maduración de 
oligosacáridos y la molécula formada, el procolágeno, es liberado al exterior de la 
célula. La molécula de procolágeno contiene propéptidos en sus extremos amino y 
carboxilo, que son escindidos por acción enzimática formándose el tropocolágeno. 
Finalmente, las moléculas de tropocolágeno se ensamblan formando la fibrilla de 


















Fig. I.2.- Formación de las fibras de colágeno. Figura tomada de 
http://webs.uvigo.es/mmegias/5-celulas/2-componentes_proteinas.php. 
El procolágeno tipo II, codificado por el gen COL2A1, consta de dos variantes: 
el tipo IIA, presente en células condroprogenitoras; y el tipo IIB, expresado por 
condrocitos maduros (Ryan y Sandell, 1990; Sandell et al., 1991). Se ha observado que 
el procolágeno tipo IIA es reexpresado por condrocitos adultos en el cartílago artrósico, 
sugiriendo que este procolágeno pueda ser un marcador de artrosis (Osteoarthritis, OA) 
(Aigner et al., 1999). 
En la MEC, las fibrillas de colágeno forman un entramado tridimensional, a 
modo de malla, orientado para descargar las fuerzas de tracción y proporcionar así 
resistencia a la tensión. La fibrilla de colágeno del cartílago articular es un copolímero 
de colágenos tipo II, IX y XI unidos entre sí mediante enlaces cruzados (Eyre, 2002). La 
proporción de estos tipos de colágeno varía a lo largo del desarrollo (tipo II: 75% fetal, 
>90% adulto; tipo IX: 10% fetal, 1% adulto; tipo XI: 10% fetal, 3% adulto) (Eyre et al., 
2006). Se ha sugerido que el colágeno tipo IX, que contiene condroitín-sulfato y por 
tanto se considera también un PG (Goldring y Goldring, 2008), actúa como 
intermediario entre las fibras de colágeno tipo II y los PG, contribuyendo de esta 
manera a la estabilidad y resistencia de la MEC (Eyre et al., 2006). Además, el colágeno 
tipo XI interviene limitando el crecimiento en grosor de la fibrilla de colágeno 




El colágeno tipo VI interactúa con moléculas de la MEC como biglicano, 
decorina, fibromodulina, ácido hialurónico (AH), fibronectina, perlecan, heparina y 
colágeno tipo I y II (Guilak et al., 2006). Se ha sugerido que el colágeno tipo VI, 
presente preferentemente en la matriz pericelular del cartílago articular adulto, 
interviene en el anclaje de la célula a la matriz (Poole et al., 1992; Sherwin et al., 1999).  
1.1.1.2.- Proteoglicanos.- Los PG son macromoléculas constituidas por una proteína 
central a las que se unen covalentemente cadenas de glucosaminoglicanos (GAG) tales 
como condroitín-4-sulfato, condroitín-6-sulfato, dermatán sulfato y queratán sulfato. 










Fig. I.3.- Estructura del agrecano. Figura tomada de http://webs.uvigo.es/mmegias/5-
celulas/2-componentes_glucidos.php. 
Existe una enorme variedad de PG, dependiendo del tipo y longitud de la 
proteína central y del tipo, número y longitud de los GAG asociados a ella. El PG más 
abundante en la MEC del cartílago articular es el agrecano (Fig. I.3). Los PG presentan 
5 dominios: 2 de tipo fibroso y otros 3 globulares. Los dominios globulares (G1, G2 y 
G3) presentan distintas propiedades estructurales. El dominio G1 actúa en la adhesión 
celular y el reconocimiento inmune, mientras que el dominio G3 participa en la 
regulación del crecimiento, en el reconocimiento celular así como en la adhesión y 
estabilización de la MEC (Goldring, 1997).  
Cada molécula de GAG es una larga cadena de polisacáridos que se repiten. Los 
GAG más abundantes son el condroitín sulfato (69-90%) y, en menor medida, el 
queratán-sulfato. Con el envejecimiento, disminuye la proporción de condroitín-sulfato, 







La longitud media de una cadena de condroitín-sulfato varía entre 25-30 
unidades repetidas de disacáridos (N-acetilgalactosamina - ácido glucurónico). Las 
cadenas de queratán sulfato son más cortas y formadas únicamente por 5-6 unidades 
diméricas que se repiten (N-acetilglucosamina - galactosa) (Poole, 1986). Cada 
disacárido tiene al menos un grupo carboxilo o sulfato cargado negativamente, por lo 
que atraen cationes y repelen otras moléculas cargadas negativamente. 
Otro GAG producido por el condrocito es el AH. Su función principal es enlazar 
entre sí los diversos PG mediante un enlace proteico, formando voluminosos agregados 
que ocupan los espacios entre las redes de fibrillas de colágeno. Estos macroagregados 










Fig. I.4.- Macroagregado de agrecano. Figura tomada de 
http://bifi.unizar.es/jsancho/estructuramacromoleculas/15polisacaridos/15polisac.htm. 
Otros PG de menor tamaño presentes en el cartílago articular son el biglicano, la 
decorina y la fibromodulina. Tanto el biglicano como la decorina presentan en su 
estructura moléculas de dermatán-sulfato. La decorina, que contiene una única cadena 
de dermatán-sulfato, se localiza sobre la superficie de las fibras de colágeno e inhibe su 
formación (Martel-Pelletier et al., 1999). El biglicano contiene dos cadenas de GAG, 
condroitín sulfato o dermatán sulfato, y está implicado en la adhesión celular, en 
particular, en la unión del colágeno tipo VI y del factor de crecimiento transformante 
beta 3 (transforming growth factor beta 3, TGF-β3) (Goldring y Goldring, 2008). La 
fibromodulina, cuya proteína del núcleo comparte una cierta homología con la proteína 
del núcleo de la decorina y el biglicano, participa en los mecanismos de unión y 




El colágeno forma una red fibrosa que engloba a los PG. Éstos últimos 
caracterizados por una enorme apetencia hídrica, de forma que tienden continuamente a 
captar agua y aumentar de volumen. Así, la red de colágeno pretensada hace frente a las 
presiones que experimentan las superficies articulares. Los ciclos de 
compresión/descompresión del cartílago articular provocan el flujo hídrico bidireccional 
entre la MEC del cartílago y la cavidad articular permitiendo el transporte de nutrientes 
y de productos de desecho. 
1.1.1.3.- Otras proteínas.- Además de los PG y el colágeno, el cartílago articular posee 
pequeñas cantidades de otras proteínas en su MEC. Las mejor estudiadas son la 
ancorina, la fibronectina y la COMP (cartilage oligomeric matrix protein).  
La ancorina es una proteína de 34 kDa situada en la superficie de los condrocitos 
y que participa en las interacciones entre las células y la matriz. Posee una gran afinidad 
por las fibras de colágeno tipo II y actúa como mecanorreceptor, transmitiendo fuerzas 
desde las fibras de colágeno hasta las células (Thonar et al., 1999).  
La fibronectina, en ciertos tejidos participa en procesos de reparación. Podría 
contribuir al mantenimiento de la estructura del cartílago a través de la interacción con 
la superficie celular y con determinados componentes de la matriz, como el colágeno 
tipo II y la trombospondina (Thonar et al., 1999). 
La COMP es un miembro de la familia de las trombospondinas. Se encuentra 
preferentemente en el cartílago y en menor proporción en el tendón, el menisco y la 
membrana sinovial. Desde su descripción en 1992 (Saxne y Heinegard, 1992), se le ha 
adjudicado un papel principalmente estructural, pues se une a las fibras de colágeno tipo 
II estabilizando la red de fibras de colágeno del cartílago articular (Saxne y Heinegard, 
1992). No obstante, recientemente se ha demostrado que interviene en la fibrilogénesis 
de colágeno tipo II (Halász et al., 2007). Por otra parte, la liberación de COMP al 
líquido sinovial y a la sangre durante el desarrollo de enfermedades como la OA y la 
artritis reumatoide (AR), permite utilizar a esta molécula como biomarcador de estas 
patologías articulares (Morozzi et al., 2007; Williams y Spector, 2008). 
Otras proteínas, como la condronectina y la ancorina CII, están implicadas en la 
organización de la estructura de la matriz, estableciendo enlaces entre ésta y los 
condrocitos. La condronectina es una molécula de 150 kDa relacionada con la adhesión 
de las fibrillas de colágeno de tipo II a la superficie del cartílago (Thonar et al., 1999). 




parece ser la responsable de la unión del colágeno de tipo II a los condrocitos (Thonar et 
al., 1999). 
Los lípidos están presentes en una proporción inferior al 1% del peso en fresco 
del cartílago. Principalmente se trata de triglicéridos, colesterol, fosfolípidos y 
glucolípidos que se encuentran tanto intra como extracelularmente, especialmente en la 
zona superficial del cartílago de individuos jóvenes. Con el envejecimiento, los lípidos 
se distribuyen de forma más difusa a través de la matriz (Mankin y Brandt, 1992).  
1.1.1.4.- Agua.- Es el componente más abundante del cartílago articular, suponiendo el 
70-80% de la MEC. El contenido de agua de la matriz del cartílago se distribuye de 
forma desigual. Su concentración es más elevada en la superficie y disminuye 
gradualmente hacia la profundidad. La interacción del agua con las macromoléculas de 
la MEC es fundamental, influyendo en las propiedades mecánicas del tejido.  
Los PG atraen y retienen las moléculas de agua, de modo que la distribución de 
las moléculas de agua en la MEC depende de la propia distribución de los PG. La 
hidratación de la matriz es necesaria para el mantenimiento de la elasticidad, 
flexibilidad, capacidad de reducir el rozamiento, capacidad de absorción y distribución 
de las presiones del cartílago (Mankin, 1978; Buckwalter et al., 1998).  
1.1.2.- Componente celular 
Los condrocitos (Fig. I.5) constituyen el único elemento celular del cartílago, 
representando el 1-2% del volumen total del cartílago articular humano (Buckwalter et 
al., 2005). Su principal función es mantener el equilibrio entre los procesos anabólicos y 
catabólicos, siendo responsables de la síntesis y el mantenimiento de la MEC. La 
densidad celular del cartílago articular, así como la capacidad de los condrocitos para 
sintetizar PG y dar respuesta a estímulos anabólicos, disminuye con la edad. De esta 
manera, el envejecimiento contribuye al desarrollo y a la progresión de la degeneración 
del cartílago articular (Buckwalter et al., 2005). 
Los condrocitos varían en tamaño, forma y número desde la superficie hasta las 
capas profundas. Pueden presentarse en solitario o formando cadenas lineales de dos o 
más condrocitos agrupados por una banda de matriz pericelular común (Poole et al., 
1988).  
Dado que el cartílago articular es avascular, los intercambios metabólicos se 
realizan por difusión del líquido sinovial a través de la MEC. Los condrocitos poseen 




la capa profunda no calcificada poseen un desarrollado retículo endoplásmico y aparato 
de Golgi para la síntesis de proteínas y sulfatación de los mucopolisacáridos (Blanco-
García y Sueiro, 1998a). Aunque no es frecuente la división celular, ésta se puede 
observar en determinados cartílagos adultos como respuesta a las agresiones (Fuentes-










Fig. I.5.- Morfología del condrocito. Figura tomada de Blanco et al. (1998b). a) Condrocito 
procedente de cartílago sano. b) Condrocito procedente de cartílago artrósico. 
La unidad funcional del cartílago es el condrón (Poole et al., 1987), formado por 
el condrocito, la laguna (lugar que ocupa dentro de la MEC) y la matriz pericelular de 
glucoproteínas sintetizadas (Quinn et al., 2005). La matriz pericelular se caracteriza por 
su riqueza en fibronectina (Poole et al., 1990; McDevitt et al., 1991), agrecano (Poole et 
al., 1991) y colágenos tipo II, IX y XI (Poole et al., 1988; Smith et al., 1989). Además, 
es la zona de la MEC del cartílago articular donde se encuentra el colágeno tipo VI 
(Poole et al., 1991). Recientemente se ha demostrado que la matriz pericelular también 
contiene proteínas típicas de una membrana basal, tales como laminina, colágeno tipo 
IV, nidógeno y perlecan (Kvist et al., 2008). La matriz pericelular se ha interpretado 
como una estructura con un importante papel biomecánico (Guilak et al., 2006). 
Adyacente al condrón existe un denso engranaje de fibras colágenas formando una 
estructura similar a una cápsula, que le confiere una protección mecánica, además de 
regular el paso de moléculas e iones desde la célula a la matriz y viceversa (Benito-Ruiz 





1.1.3.- Estructura histológica 
El cartílago articular adulto sano está organizado en varias capas, que muestran 
diferencias celulares, en la composición y organización de su MEC, y en sus 
propiedades mecánicas (Benito Ruiz, 2002) (Fig. I.6):  
1. La capa superficial (tangencial o zona I) contiene condrocitos de pequeño 
tamaño y aplanados, que están situados de forma paralela a la superficie 
articular. Clásicamente, se ha considerado que las fibras de colágeno de la capa 
superficial se disponen preferentemente paralelas a la superficie (Benninghoff, 
1925; Eyre, 2002). Además, se ha observado que la parte más superficial de esta 
capa tangencial está desprovista de células y que las fibras de colágeno, de 
menor grosor, forman una cubierta proteica compacta y semitransparente, la 
denominada lamina splendens (MacConaill, 1951; Clark, 1990), que puede ser 
despegada del resto del cartílago articular (Wu et al., 2004). Esta cubierta 
protege al cartílago de la abrasión a la vez que transmite las fuerzas de 
compresión desde la superficie hacia los márgenes del cartílago.  
Recientemente, el análisis tridimensional con microscopía confocal ha 
puesto en entredicho este modelo estructural, mostrando una disposición de las 
fibras de colágeno preferentemente oblicua en la capa superficial, en tanto que la 
lamina splendens aparece formada por haces de colágeno entrelazados que 
discurren cerca de la superficie del cartílago articular (Wu et al., 2008). 
2. La capa media (de transición o zona II) representa el 40-60% del grosor total. 
Los condrocitos son algo más grandes, esféricos y se encuentran solos o en 
grupos, distribuidos de forma aleatoria. Las fibras de colágeno están dispuestas 
oblicuamente a través de la matriz.  
3. La capa radial (profunda o zona III) contiene condrocitos de forma elíptica, 
formando columnas de 2 a 6 células. Estas columnas se orientan 
perpendicularmente a la superficie articular, al igual que las fibras de colágeno. 
4. La capa de cartílago calcificado contiene condrocitos hipertróficos, que se 
disponen más diseminados y en menor número. Esta capa actúa como un 
importante amortiguador mecánico entre el cartílago articular no calcificado y el 


























Fig. I.6.- Estructura del cartílago articular. Figura tomada y modificada de 
http://www.netterimages.com/image/7498.htm. Tinción de hematoxilina-eosina de cartílago 
articular humano sano. (Barra = ~ 100µm). 
El espesor total del cartílago articular, incluyendo la zona calcificada, varía de 
una articulación a otra, además de depender de la intensidad de las fuerzas a las que está 
sometido en las diferentes áreas de una articulación (Oegema y Thonpson, 1992). El 
componente celular también es más abundante en unas articulaciones que en otras, 
siendo su celularidad inversamente proporcional al espesor del cartílago y a la 
intensidad de las cargas recibidas en un lugar determinado. 
1.2.- PROPIEDADES BIOMECÁICAS DEL CARTÍLAGO ARTICULAR 
Las funciones del cartílago articular son permitir el deslizamiento de las  
superficies articulares con un mínimo de fricción y absorber las cargas producidas en el 
movimiento de la articulación. Estas funciones se deben a la especial estructura y 
composición de este tejido.  
La enorme apetencia hídrica de los grandes agregados de PG de la MEC hace 
que estas moléculas tiendan a captar agua continuamente, oponiéndose la red de fibras 
de colágeno a dicho aumento de volumen. El resultado es una enorme esfera de 
hidratación que puede resistir la compresión y reabsorber agua después de que cesen las 
fuerzas de compresión (Buckwalter et al., 2005).  
La resistencia a la deformación también se produce por el efecto muelle de las 




fuerzas de repulsión entre las cargas negativas de los PG (cuando pierden agua, 
disminuyen de volumen y se aproximan las cargas negativas de sus cadenas).  
La superficie lisa de la matriz y la presencia de líquido sinovial, el cual actúa 
como lubricante, favorece el deslizamiento entre las superficies articulares. 
En el cartílago articular adulto, el recambio de los componentes de la MEC es 
bajo y su capacidad de reparación es muy limitada. El exceso de presiones aplicadas a 
una articulación, así como su inmovilización, reducen su metabolismo y por tanto la 
síntesis de PG. Las propiedades funcionales del cartílago articular humano proceden en 
gran medida de la interacción entre tres moléculas fundamentales (colágeno tipo II, PG 
y agua) y los estímulos biomecánicos. 
1.3.- METABOLISMO DEL CARTÍLAGO ARTICULAR 
Debido a que el cartílago articular adulto carece de vascularización, su nutrición 
y la eliminación de productos de desecho del metabolismo depende exclusivamente del 
flujo hídrico bidireccional entre la cavidad articular y la MEC. Tampoco las respuestas 
inmunes celulares y humorales tendrán lugar de forma normal, al no permitir el paso de 
las inmunoglobulinas ni monocitos por su gran tamaño. Todo esto hace a este tejido 
inmunológicamente privilegiado e ideal en caso de trasplantes.  
Una característica muy importante del cartílago articular es su condición de 
tejido hipóxico, consumiendo los condrocitos mucho menos oxígeno molecular (O2) que 
otros tipos celulares (Stockwell, 1983; Oegema et al., 1986). Dependiendo del balance 
entre la tasa de transporte de este gas a través del cartílago y el índice de consumo por 
las células, se produce un gradiente en la tensión de O2 que disminuye conforme 
aumenta la distancia a la superficie articular. La existencia de este gradiente fue 
confirmada in vitro, observando que los niveles de O2 descienden bruscamente con la 
distancia a la superficie articular. Así, la tensión de O2 en las capas intermedias se 
encuentra entre un 1-2,5% (Silver, 1975; Kellner et al., 2002), en tanto que en la capa 
profunda disminuye hasta el ~1% (Grimshaw et al., 2000; Johnson et al., 2004). 
De forma mayoritaria, los condrocitos obtienen la energía necesaria para su 
metabolismo a través de la glucólisis o vía de Embden-Meyerhof-Parnas, en la que no 
se requiere O2 (Stockwell, 1979; Otte, 1991; Lee et al., 1997). No obstante, la presencia 
de mitocondrias (Yamamoto et al., 1988) y enzimas oxidativas mitocondriales activas 
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aerobio (Spencer et al., 1990). Aunque los condrocitos obtienen la energía mediante la 
ruta glucolítica, cuando esta vía se ve desbordada, recurren a la vía oxidativa o aerobia.  
1.4.- LESIOES DEL CARTÍLAGO ARTICULAR 
Las lesiones del cartílago articular pueden tener un origen traumático o producirse 
a lo largo de un proceso degenerativo como la OA.  
1.4.1.- Lesiones focales del cartílago articular 
El cartílago articular puede experimentar defectos focales a consecuencia de 
lesiones traumáticas derivadas de una fractura intraarticular, un impacto de elevada 
intensidad o una lesión de ligamentos (Buckwalter et al., 1997; Newman, 1998). Si 
estas lesiones no se reparan adecuadamente, suelen acabar degenerando a una OA 
secundaria (Buckwalter et al., 2005). Probablemente, en esta evolución influyen el 
tamaño de la lesión y la profundidad, la integridad del tejido que la rodea, la edad, el 
peso de los pacientes, la existencia de patología meniscal o ligamentosa asociada y otra 
serie de factores mecánicos. Como el cartílago carece de inervación, el carácter 
asintomático de estas lesiones propicia la progresiva degeneración articular y el 
desarrollo de un proceso artrósico.  
Existen tres categorías en el daño articular según sus características (Fig. I.7): 1) 
pequeños daños o repetidos traumas de la matriz y las células, 2) daños superficiales o 
fracturas condrales o daños que no penetran en el hueso subcondral y 3) daños 















1.4.2.- Degeneración del cartílago articular: ARTROSIS  
La OA es una patología articular degenerativa caracterizada por el deterioro y la 
pérdida del cartílago articular. La sintomatología común en la OA es: dolor articular al 
realizar movimientos, rigidez articular que limita el recorrido articular, reducción en la 
movilidad, crepitación articular, deformidad articular e hinchazón o derrame articular 
(Buckwalter et al., 2005; Belmonte, 2008). 
Esta patología tiene una gran incidencia, afectando al 10% de la población española 
y, en particular, a la población de más edad  (cerca del 80% de las personas mayores de 
75 años sufren esta enfermedad). Además, la OA constituye la primera causa de 
discapacidad laboral permanente, lo que supone un gran impacto socio-económico. Por 
todo ello, el interés sobre esta patología ha experimentado una gran expansión en los 
últimos años (Guillén et al., 2005). 
La OA es una enfermedad con una etiología multifactorial. Además de las lesiones 
focales inducidas por traumas mecánicos, se incluyen como factores de riesgo de la OA 
la obesidad, determinados tipos de actividad física, las anomalías anatómicas o de 
alineación articular, alteraciones musculares, el aumento de la densidad ósea y factores 
genéticos.  
La degeneración de la articulación implica a todos los tejidos que la conforman. 
Las características histopatológicas tempranas incluyen la separación y desorganización 
de las fibrillas de colágeno superficiales, el decrecimiento de la concentración 
superficial de PG y el incremento del contenido en agua. Todo ello conduce a un 
ablandamiento del cartílago articular. Los cambios morfológicos más evidentes en una 
OA avanzada consisten en la pérdida de cartílago articular, remodelación del hueso 
subcondral y formación de osteofitos (Buckwalter et al., 2005). En su fase final, se 
produce la pérdida total de la integridad del cartílago (Guillén et al., 2005).  
En coherencia con los criterios de la Osteoarthritis Research Society International 
(OARSI), se han establecido distintos estadíos en la degradación del cartílago articular 
(Pritzker et al., 2006) (Fig. I.8): 
− Grado 1: se caracteriza por presentar una superficie intacta pero puede mostrar 
en determinados casos, fibrilación. Además, puede presentar muerte o 
proliferación celular. Las capas media y la radial no presentan alteraciones. 
− Grado 2: se caracteriza por la presencia de una superficie irregular, con 
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estar acompañado de proliferación celular, aumento o disminución de tinción de 
MEC y/o muerte celular en la capa media. 
− Grado 3: presenta fisuras que se extienden a la capa media con fibrilación de la 
matriz hacia la capa radial. La muerte celular y la proliferación es más evidente 
adyacente a las fisuras. 
− Grado 4: es el que presenta erosión, con pérdida de MEC. 
− Grado 5: se caracteriza por la completa erosión de la zona mineralizada del 
cartílago hialino. La superficie articular está mineralizada o es hueso. 



















Fig. I.8.- Grados de degeneración del cartílago articular según la OARSI. Figura tomada y 
modificada de Pritzker et al. (2006). 
1.5.- AUTORREPARACIÓ DEL CARTÍLAGO ARTICULAR 
La capacidad de reparación del cartílago articular depende de la profundidad de la 
lesión. Las lesiones confinadas en el cartílago articular, que no afectan a la integridad 




de las zonas próximas a la lesión son incapaces de migrar, proliferar y regenerar la zona 
afectada (Steinert et al., 2007; Di Cesare et al., 2008). 
En cambio, cuando la lesión afecta al cartílago articular y al hueso subcondral 
(defecto osteocondral), se abre el defecto cartilaginoso hacia la médula ósea, 
produciéndose la migración de células mesenquimales del estroma de la médula ósea. 
Estas células, que migran con el sangrado de la médula ósea y permanecen en el defecto 
condral incluidas en el coágulo formado, son las responsables de la reparación del 
defecto (Shapiro et al., 1993). No obstante, forman un tejido de reparación con 
características estructurales e histológicas diferentes del cartílago articular sano, 
caracterizado por su aspecto fibroso, por su menor duración y por su limitada 





Fig. I.9.- Tejido de reparación espontánea en una superficie artrósica. Tinción histológica 
de hematoxilina-eosina en la que se puede apreciar la formación de un tejido de reparación en la 
superficie del cartílago articular. Las características morfológicas de este tejido son 
sustancialmente diferentes a las del tejido nativo. (Barras = ~ 200µ). 
1.6.- TERAPIAS PARA REPARAR LESIOES DEL CARTÍLAGO 
ARTICULAR 
Los defectos focales inducidos por traumas mecánicos se caracterizan por su 
carácter asintomático, pues el cartílago articular carece de inervación. Esto propicia la 
progresiva degeneración articular y el desarrollo de un proceso artrósico.  
Actualmente, la OA recibe un tratamiento farmacológico, que sólo retarda o frena 
el avance de la enfermedad y, en la fase final de la enfermedad, se procede comúnmente 
al reemplazamiento protésico.  
Los tratamientos basados en el implante celular o tisular están dirigidos 




proceso degenerativo. Estas terapias celulares tienen ya aplicación clínica (implante de 
condrocitos autólogos, mosaicoplastia,…) o bien constituyen alternativas de futuro 
(implante de células madre).  
Otras estrategias terapéuticas para reparar el cartílago articular son la ingeniería 
tisular (o medicina regenerativa) y la terapia génica. La primera se basa en el cultivo de  
células sobre sustratos formados por biomateriales (matrices), con una forma y 
estructura adecuadas, con la finalidad de obtener parches vivos para reparar lesiones del 
cartílago. La terapia génica  pretende, mediante la introducción de productos génicos en 
el ámbito del daño tisular, favorecer el proceso de restauración del cartílago articular.  
En cualquier caso, no existe actualmente ningún tratamiento que cure la OA. El 
tratamiento de la OA tiene tres objetivos: 1) aliviar el dolor, 2) mejorar la función 
articular y 3) evitar la progresión de la enfermedad (Belmonte, 2008). El tratamiento de 
la OA debe realizarse de forma escalonada, empezando con medidas preventivas que 
incluyan el control del peso corporal y ejercicio, y que supongan un alivio sintomático 
de la enfermedad. En caso de no responder bien a este tratamiento inicial, se procedería 
al tratamiento farmacológico y en último caso, se recurriría a la cirugía (Belmonte, 
2008). 
1.6.1.- Tratamientos farmacológicos 
Los tratamientos farmacológicos empleados actualmente son paliativos, es decir, 
minimizan el dolor e inflamación de la articulación pero no curan la enfermedad.  
Los tratamientos utilizados habitualmente son: analgésicos (paracetamol y 
opiáceos débiles), antiinflamatorios no esteroideos (AINE), tratamientos lentos 
modificadores de síntomas (symptomatic slow-acting drugs for treatment osteoarthritis, 
SYSADOA) y tratamientos intraarticulares. 
Existe una gran controversia sobre qué fármaco utilizar inicialmente en la OA. 
Habitualmente se aplica en primera instancia el paracetamol por su buena tolerancia y 
en casos en los que el dolor músculo-esquelético del paciente no responda a este 
analgésico, es cuando se le administran opiáceos débiles. Finalmente si estos 
tratamientos no surten efecto, se pasa a los AINE (Belmonte, 2008). 
Dentro del grupo de los fármacos de acción rápida se encuentran los AINE, 
empleados generalmente durante cortos períodos de tiempo; un ejemplo son los 
derivados del ibuprofeno. Dentro del grupo de los de acción lenta se encuentran 
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el cese del tratamiento. Dentro de este subgrupo se encuentra el sulfato de glucosamina, 
el condroitín sulfato y el AH (Belmonte, 2008).  
Además de ambos grupos de fármacos, otro tipo de tratamientos farmacológicos 
empleados en el paciente artrósico son las infiltraciones locales. Este tipo de tratamiento 
produce una mejora más rápida y prolongada que el tratamiento con fármacos, además 
los síntomas secundarios son escasos. 
1.6.2.- Tratamiento quirúrgico (reemplazamiento protésico) 
Los tratamientos quirúrgicos se plantean sólo cuando los tratamientos 
terapéuticos y farmacológicos previos no han aportado mejora en la capacidad de 
movimiento y disminución del dolor. 
Cuando la OA es severa y el paciente supera los 60 años, el tratamiento más 
usado es el reemplazamiento de la articulación por prótesis, en una intervención 
quirúrgica denominada artroplastia. En pacientes más jóvenes (menores de 60 años) no 
está aconsejada esta intervención, dado que las prótesis presentan un limitado tiempo de 
vida, haciendo por tanto necesaria otra intervención tras 12-18 años (Belmonte, 2008) 









Fig. I.10.- Imagen en la que se ven reemplazamientos articulares de rodilla y cadera. a) 
Reemplazamiento total de ambas rodillas y b) imagen real de una prótesis de rodilla. c y d) 




Los tipos de prótesis más utilizados pueden clasificarse según diversos criterios, 
pero los dos más ampliamente utilizados son: 1) en función de los componentes que se 
implantan (pudiendo ser una prótesis total o parcial) o 2) en función de la forma de 




1.6.3.- Tratamiento de lesiones del cartílago articular con implante celular y tisular 
Este tratamiento ha estado dirigido principalmente a superar las limitaciones que 
posee el cartílago articular para “cicatrizar” las lesiones, implantando tejidos o nuevas 
células con capacidad condrogénica y/o facilitando el acceso del sistema vascular. 
Diferentes técnicas terapéuticas abordan el tratamiento de los defectos del cartílago, 
intentando no sólo “rellenar” el defecto condral con un tejido de nueva formación 
(reparación) sino que éste tenga una estructura, composición bioquímica y 
comportamiento funcional igual al del cartílago articular nativo (regeneración). Algunas 
de estas técnicas se están utilizando actualmente y otras están en fase de investigación.  
1.6.3.1.- Penetración del hueso subcondral.- Existen varias técnicas quirúrgicas para 
la abertura del área vascular subcondral, como la abrasión artroscópica (Friedman et al., 
1984), la perforación del hueso subcondral (Muller y Kohn, 1999) (Fig. I.11), la 
espongialización (Ficat et al., 1979) y la microfractura (Steadman et al., 1999), siendo 
esta última la que ofrece mejores resultados. En la mayoría de los casos, se forma hueso 
en la parte ósea del defecto y tejido fibrocartilaginoso en la lesión condral (Johnson, 
1986; Buckwalter y Mankin, 1998). En el caso de defectos osteocondrales de gran 
tamaño, la capacidad para reparar espontáneamente el daño es prácticamente nula. Por 
el contrario, si el defecto osteocondral es pequeño, el cartílago articular se puede reparar 










Fig. I.11.- Imagen real de una articulación sometida a la técnica de la perforación 
subcondral. Imagen tomada de http://www.porcpotlas.hu/en/stimulalas.html. 
Estudios experimentales en conejo (Menche et al., 1996; Metsaranta et al., 1996) 
y perro (Altman et al., 1992) han mostrado que el tejido de reparación de la lesión 




composición bioquímica, organización estructural, durabilidad y propiedades 
biomecánicas. Además, experimenta signos de degeneración con el tiempo (Shapiro et 
al., 1993;  Menche et al., 1996). Además, el hueso subcondral de nueva formación tiene 
un grosor mayor que el del hueso subcondral nativo (Qiu et al., 2003). 
No obstante, la valoración clínica de las lesiones tratadas mediante la 
perforación subcondral parece contradecir esta discreta calidad del tejido de reparación. 
Se han observado buenos resultados clínicos a los dos años del tratamiento de defectos 
osteocondrales de rodilla con la técnica de microfractura (Knutsen et al., 2004). Estos 
resultados parecen ser dependientes de la edad, mostrando una mayor efectividad en 
pacientes menores de 40 años (Kreuz et al., 2006a). Aunque se ha descrito que el 
proceso degenerativo del tejido de reparación se inicia a los 18 meses de realizar la 
técnica de microfractura (Kreuz et al., 2006b), la valoración clínica a largo plazo (7-17 
años) demuestra que se mantiene la mejoría de la función articular y el alivio del dolor 
(Steadman et al., 2003).  
1.6.3.2.- Injertos de periostio y pericondrio.- Los injertos de tejido suponen 
beneficios potenciales como la introducción de una nueva población celular incluida en 
una matriz orgánica. Además de la disminución de la probabilidad de desarrollo de 
adhesiones fibrosas entre la superficie articular antes de que se forme una nueva 
superficie articular. Incluso, la protección del injerto o de las células huésped de una 
carga mecánica excesiva.  
El periostio y el pericondrio contienen células madre mesenquimales (CMM) 
que pueden experimentar condrogénesis (O’Driscoll et al., 2001; Duynstee et al., 2002). 
En particular, el periostio consta de una capa externa fibrosa, que contiene fibroblastos; 
y una capa interna o cambium, en contacto directo con el hueso, de mayor densidad 
celular, que contiene CMM.  
Estudios experimentales en conejo indican que los injertos de periostio y de 
pericondrio producen un llenado incompleto del defecto condral, y no muestran 
diferencias significativas entre ambos injertos en la calidad del tejido de reparación 
(Carranza-Bencano et al., 1999). En cambio, en un modelo de caballo, se ha observado 
que la condrogénesis es más frecuente y de mayor magnitud en los injertos de periostio 
que en los de pericondrio (Vachon et al., 1989). En ambos casos, forman un tejido de 
reparación fibrocartilaginoso que parece no madurar con el tiempo (Dounchis et al., 




Con la edad, disminuye el potencial condrogénico del periostio, ya que 
disminuye la capacidad de las células mesenquimatosas de proliferar y diferenciarse 
hacia condrocitos (O’Driscoll et al., 2001). Con este procedimiento se ha constatado la 
mejoría de la función articular y alivio del dolor (Korkala y Kuokkanen, 1995).  
El periostio presenta la ventaja de estar fácilmente disponible para trasplante. No 
obstante, la propia técnica de obtención y manejo de periostio es un paso crítico y 
determinante del potencial condrogénico: si no se preserva el estrato del cambium, el 
procedimiento fracasa (O’Driscoll y Fitzsimmons, 2000). 
Los efectos clínicos del implante de pericondrio parecen ser similares a los de la 
perforación subcondral, trascurridos 10 años de la aplicación de ambos procedimientos, 
no se observaron diferencias significativas entre ambos (Bouwmeester et al., 2002). No 
obstante, el injerto de pericondrio requiere una intervención adicional. 
En el momento actual, no hay evidencias suficientes para justificar el uso de 
implantes de periostio o pericondrio en el tratamiento de defectos condrales.  
1.6.3.3.- Injertos osteoperiósticos.- El injerto de cilindros de hueso recubiertos de 
periostio se ha utilizado para el tratamiento de defectos osteocondrales. Aunque se ha 
descrito que su aplicación clínica produce mejora de la función articular y alivio del 
dolor (Korkala y Kuokkanen, 1995), los estudios realizados en animales muestran un 
tejido neoformado de características fibrosas (van Susante et al., 2003). Cuando el 
injerto es acompañado de inductores condrogénicos adquiere un aspecto 
fibrocartilaginoso (Jung et al., 2005). No se puede obviar que el sangrado de médula 
ósea en la lesión puede interferir con la acción reparadora de la capa germinal del 
periostio. De hecho, en un modelo de injerto osteoperióstico en conejo se observó que 
cerca del 67% de células del tejido de reparación procedían básicamente de la médula 
ósea (Zarnett y Salter, 1989). 
Los injertos osteocondrales presentan la ventaja de suministrar matriz y 
condrocitos viables que mantengan a esa matriz (Czitrom et al., 1990; Schachar et al., 
1992; Ohlendorf et al., 1996). Además, se puede recuperar el hueso subcondral y el 
contorno de la articulación de pacientes con defectos osteocondrales o incongruencia 
articular. El trasplante de cartílago articular como parte de un injerto osteocondral 
aporta la disminución del dolor articular (Beaver et al., 1992), quizás por el 





1.6.3.4.- Mosaicoplastia.- Básicamente, la mosaicoplastia autóloga consiste en la 
obtención de injertos osteocondrales cilíndricos de pequeño tamaño (hasta unos 8,5 mm 
de diámetro) de una zona poco comprometida con la absorción de cargas en la periferia 
de los cóndilos femorales y su posterior translocación a la zona afectada de la superficie 








Fig. I.12.- Mosaicoplastia en cóndilo femoral. Imagen tomada de Szerb et al. (2005). 
La combinación de distintos tamaños de cilindros hace que se cubra la zona 
lesionada totalmente (Szerb et al., 2005). La zona donante se autorrepara con células 
mesenquimales del estroma de la médula ósea que promueven un tejido 
fibrocartilaginoso. 
Este procedimiento, cuya aplicación clínica comenzó en 1992 (Hangody et al., 
1994; 2001), se considera una alternativa prometedora para el tratamiento de defectos 
condrales y osteocondrales de pequeño y medio tamaño en articulaciones sinoviales de 
carga (Bartha et al., 2006). No obstante, está limitado por distintos factores. El diámetro 
ideal del defecto debe variar entre 1 y 4 cm2. Además, la experiencia clínica evidencia 
que la edad es un factor limitante, siendo recomendable aplicar esta técnica sólo a 
pacientes menores de 50 años. Las contraindicaciones para el uso de la mosaicoplastia 
incluyen infección, tumor y AR (Szerb et al., 2005). 
El seguimiento artroscópico hasta los 5 años (Chow et al., 2004) y hasta los 10 
años (Hangody y Fules, 2003) después del implante osteocondral ha mostrado 
congruencia de las superficies articulares, supervivencia del cartílago hialino 
trasplantado y reparación fibrocartilaginosa de las zonas donantes. No obstante, si los 
cilindros osteocondrales sobresalen respecto a la superficie producen problemas 




los cuatro meses de la mosaicoplastia sensación de pinzamiento e incluso dolor. Su 
valoración artroscópica reveló fisuras en los cilindros osteocondrales y fibrilación en la 










Fig. I.13.- Imágenes de la intervención quirúrgica de la mosaicoplastia en humanos. 
Imágenes tomadas de http://www.porcpotlas.hu/en/mozaikplasztika.html. 
La mosaicoplastia autóloga está limitada por el tamaño del defecto, que 
determina el número de cilindros osteocondrales que deben ser tomados del cartílago de 
la misma articulación (Fig. I.13). Así, en defectos de gran tamaño, la opción más 
adecuada es el trasplante alogénico osteocondral. Además, el tejido implantado procede 
de una zona de poca carga, mostrando un menor grosor, una diferente estructura 
histológica y, por tanto, una menor capacidad funcional para hacer frente a la absorción 
de cargas.  
El carácter avascular y el hecho de que los condrocitos están encapsulados en la 
MEC, hacen del cartílago articular un tejido inmunológicamente privilegiado (Langer y 
Gross, 1974). Así, el alotrasplante puede ser la solución de problemas derivados de la 
mosaicoplastia autóloga (se evita la lesión a la zona de poca carga de cartílago, es 
posible obtener un número elevado de cilindros osteocondrales y estos pueden proceder 
de la misma zona de carga). De hecho, el alotrasplante osteocondral en rodilla ha 
mostrado una buena integración y ofrece una mejora funcional y de dolor a los dos años 
(McCulloch et al., 2007), observándose un 85% de supervivencia de los implantes tras 
más de 10 años después de la intervención (Gross et al., 2005).  
1.6.3.5.- Autotrasplante de condrocitos.- El implante de condrocitos fue originalmente 
desarrollado en un modelo experimental en conejo (Grande et al., 1987; 1989). La 




(Brittberg et al., 1994), que también demostró la exitosa reparación del cartílago 
articular en conejos trasplantados con condrocitos autólogos (Brittberg et al., 1996). 
Actualmente, el implante de condrocitos autólogos constituye la alternativa terapéutica 
más eficaz para reparar lesiones focales del cartílago articular (Brittberg et al., 1994; 
Richardson et al., 1999; Peterson et al., 2000; Roberts et al., 2001). Este procedimiento 
también es aplicable a pacientes con osteocondritis disecante (Peterson et al., 2002), 
pero no a articulaciones artrósicas.  
La fase inicial de este procedimiento consiste en obtener por artroscopia 
explantes de cartílago articular de zonas poco comprometidas con la carga. Ya en el 
laboratorio, de estos explantes se aíslan condrocitos, que proliferan in vitro en cultivos 
en monocapa hasta obtener un número apropiado para el autoimplante 
(aproximadamente, unos 10 a 12 millones de células). En una segunda intervención 
quirúrgica, se extrae periostio del extremo proximal de la tibia y se sutura al borde de la 
lesión del cartílago, orientando la capa de cambium hacia el defecto. De este modo, se 
cierra la cavidad del defecto para retener la suspensión de condrocitos. A continuación, 
los condrocitos del propio paciente se resuspenden en un medio líquido y se inyectan en 









Fig. I.14.- Imágenes de la intervención quirúrgica del autotrasplante de condrocitos en 
humanos. Imágenes tomadas de http://www.porcpotlas.hu/en/sejtbeultetes.html. 
Este tratamiento presenta limitaciones relacionadas con el origen y la 
proliferación de las células del implante:  
1. La obtención de explantes para el aislamiento de condrocitos supone una 
intervención quirúrgica adicional y un daño añadido a la superficie articular que 
puede originar un proceso artrósico.  




divisiones celulares disminuye su capacidad de producir cartílago estable in 
vivo (Dell’Accio et al., 2001).  
3. Con el envejecimiento del paciente, disminuye la densidad celular del cartílago 
articular, la capacidad de proliferación in vitro de los condrocitos (Menche et 
al., 1998) y la capacidad de reparar defectos condrales del periostio (O’Driscoll 
et al., 2001). El autotrasplante de condrocitos encuentra una limitación 
importante en la edad, siendo recomendable utilizar esta técnica en pacientes 
menores de 55 años. 
4. El proceso de cultivo celular resulta demasiado largo (3-6 semanas).  
5. El proceso de manipulación de explantes y cultivo in vitro de condrocitos no 
está exento del riesgo de contaminación. 
6. El uso de la membrana de periostio plantea limitaciones como la necesidad de 
realizar una extensa incisión quirúrgica, la hipertrofia periférica del implante de 
periostio y su potencial de calcificación ectópica. Se ha propuesto como 
alternativa la utilización de una membrana de colágeno tipo I/III (Haddo et al., 
2004; Krishnan et al., 2006; Robertson et al., 2007). El uso de ambos tipos de 
membranas no muestra diferencias significativas en la valoración clínica, 
aunque el análisis artroscópico demostró que tras el implante de periostio un 
número significativo de pacientes necesitaron una limpieza de la hipertrofia 
periférica (Gooding et al., 2006).  
En 1997, la sociedad americana Food and Drug Administration (FDA) aprobó la 
tecnología celular que usa los condrocitos autólogos para reparar lesiones en el cartílago 
articular de la rodilla. Este fue el primer tipo de tecnología celular que fue regulado por 
la industria para uso en trasplante humano (Brittberg et al., 2001).   
El primer artículo sobre el uso clínico del autotrasplante de condrocitos data de 
1994 (Brittberg et al., 1994). La valoración clínica y artroscópica a los dos años del 
implante femoral aportaba buenos resultados y el estudio histológico de biopsias del 
tejido neoformado mostró una apariencia similar al cartílago hialino en 11 de los 15 
casos de implante femoral. Desde esta primera publicación, se han desarrollado multitud 
de trabajos basados en valoraciones clínicas o artroscópicas que han demostrado la 
durabilidad del implante. Así, después de 5 a 11 años del tratamiento se observaron 
buenos o excelentes resultados clínicos en 51 de los 61 pacientes (Peterson et al., 2002). 




tejido neoformado ha demostrado una cierta heterogeneidad en la calidad de este tejido. 
Así, de 41 biopsias tomadas después de 1 año del implante, un 10% presentaban 
cartílago hialino, un 24% una mezcla de cartílago hialino y fibrocartílago, un 61% 
fibrocartílago y un 5% tejido fibroso (Tins et al., 2005).  
Otros estudios han mostrado al año del implante, la coexistencia en la misma 
biopsia de regiones con morfología fibrocartilaginosa y regiones con morfología hialina, 
ambas con presencia de PG revelada por la tinción con safranina O (Richardson et al., 
1999; Roberts et al., 2001). Además, todas las biopsias contenían colágeno tipo II, 
incluso las regiones con una morfología fibrocartilaginosa (Roberts et al., 2001). La 
actividad agrecanasa y metaloproteasa sobre los PG de la MEC resultó evidente, con 
una mayor actividad de la agrecanasa en las regiones fibrocartilaginosas (Roberts et al., 
2001). Además, mediante hibridación in situ se demostró en el tejido neoformado la 
expresión a nivel de ARNm de los procolágenos tipo IIA y tipo IIB (Briggs et al., 
2003), característicos respectivamente del estado precondrocítico y de condrocitos 
diferenciados (Nah et al., 2001). Estas evidencias parecen indicar que el implante de 
condrocitos autólogos no sólo produce reparación, sino que es capaz de inducir la 
regeneración del cartílago articular, probablemente por el reemplazamiento y la 
remodelación de una matriz inicialmente fibrocartilaginosa, mediante degradación 
enzimática y síntesis de colágeno tipo II. Así, se considera que este proceso continúa 
más allá de los 24 meses después del implante (Peterson et al., 2000; Bentley et al., 
2003), desarrollándose en tres etapas clave: proliferación celular (abarca las 6 primeras 
semanas), transición (de 7 a 26 semanas) y remodelamiento (más allá de 27 semanas) 
(Minas y Peterson, 1997).   
1.6.3.6.- Alotrasplante y xenotrasplante.- Otras alternativas terapéuticas son el 
alotrasplante (Wakitani et al., 1989; Rahfoth et al., 1998; Schreiber et al., 1999) y el 
xenotrasplante de condrocitos (Fuentes-Boquete y Blanco-García, 2004; Ramallal et al., 
2004), que eluden el daño añadido a la articulación durante el autotrasplante para la 
obtención de condrocitos aislados.  
El alotrasplante está condicionado por la necesidad de donantes y las 
limitaciones del almacenamiento de cartílago o de condrocitos, pues la criopreservación 
modifica la supervivencia y la proliferación de los condrocitos (Rendal-Vázquez et al., 
2001).  




principales objeciones, aunque su aplicación en el cartílago articular presenta muchos 
menos inconvenientes que en otros tejidos. Si bien los condrocitos aislados resultan 
inmunogénicos (Langer y Gross, 1974), el aloimplante de condrocitos atrapados en su 
propia MEC (Schreiber et al., 1999) o embebidos en geles de colágeno (Wakitani et al., 
1989) o agarosa (Rahfoth et al., 1998) produce nulas o escasas reacciones de rechazo. 
Por otra parte, en el xenotrasplante in vivo de condrocitos de cerdo en defectos 
condrales de conejo cubiertos con membrana de periostio no se observaron signos de 
infiltración de células inmunes (Ramallal et al., 2004). 
1.6.3.7.- Trasplante de células madre mesenquimales.- En modelos animales se ha 
intentado determinar si la inyección intraarticular de CMM conduce a la reparación del 
defecto o frena la degeneración articular. Tras inyectar CMM en rodilla artrósica de 
cabra, cuya OA fue inducida por rotura meniscal y resección del ligamento cruzado 
anterior, no se observó movilización de estas células hacia el cartílago, sino hacia el 
menisco. Así, a las 6 semanas se observó reparación del menisco pero no del cartílago 
articular ni del ligamento, aunque este tratamiento parecía frenar la destrucción 
progresiva del cartílago articular (Murphy et al., 2003). En cambio, el tratamiento de 
lesiones condrales de rodilla de rata con la inyección intraarticular de CMM demostró 
que estas células se movilizaban hacia los tejidos afectados y contribuían a la 
regeneración tisular (Agung et al., 2006; Nishimori et al., 2006). Por otra parte, la 
aplicación del tratamiento de lesiones condrales con CMM ha sido escasa. En pacientes 
con OA, se implantaron CMM embebidas en gel de colágeno en defectos del cartílago 
articular cubiertos con una membrana de periostio. Tras 42 semanas, se observaron 
mejores resultados artroscópicos e histológicos comparado con pacientes con OA sin 
implante, aunque esta mejoría no resultó significativa en el aspecto clínico (Wakitani et 
al., 2002). 
Todavía existen dudas sobre la utilización de CMM para tratar lesiones 
condrales, en gran medida debido a que no se conocen con suficiente detalle las etapas 
de diferenciación condrogénica de estas células y no se dispone de protocolos que 
garanticen la diferenciación hacia el fenotipo deseado. Así, la plasticidad de las células 
derivadas de CMM puede conducir a alteraciones no deseadas en el fenotipo (De Bari et 






1.6.4.- Ingeniería tisular: biomateriales 
Los tres pilares básicos sobre los cuales se sustenta la Ingeniería Tisular para 
desarrollar reemplazos de tejidos son: 1) prevenir la respuesta inmunológica, ya sea 
inflamación, rechazo o ambas; 2) crear un sustrato ideal para la supervivencia, 
desarrollo y diferenciación celular y 3) proveer un adecuado medio ambiente para el 
desarrollo celular y tisular, crucial para mantener la función celular y el desarrollo del 
tejido neoformado. 
Un biomaterial es todo aquel compuesto farmacológicamente inerte diseñado 
para ser implantado o incorporado dentro del sistema vivo. Las propiedades mecánicas 
y biológicas que tienen que presentar son: biocompatibilidad, integración con los tejidos 
nativos, no toxicidad (incluyendo su degradación) ni carcinogénesis, posibilidad de 
reabsorción, manipulables, estabilidad mecánica, conductibles (permitiendo por tanto la 
migración celular), inductibles (permitiendo la proliferación celular), permeables 
(permitiendo el intercambio de nutrientes y metabolitos) y adherentes (permitiendo la 
adhesión de células y moléculas) (Frenkel y Di Cesare, 2004). Todas estas propiedades 
harán que presenten determinadas características de tamaño de poro y porosidad, forma 
adaptable, habilidad de retención y eficiencia de implantación, productos de 
degradación no tóxicos, que sean biodegradables y que permitan la integración con el 
tejido nativo.  
Entre las ventajas del uso de biomateriales para reparar lesiones se incluyen el 
permitir el mantenimiento de la morfología celular y de la diferenciación celular, y 
proporcionar soporte (tres dimensiones) a las células para que éstas puedan proliferar. 
Actualmente se dividen en dos tipos básicos de biomateriales: naturales y 
sintéticos (Tuli et al., 2003). Dentro de cada uno de los tipos existen multitud de 
materiales que se están estudiando, con resultados controvertidos. Estudios 
experimentales en animales con biomateriales sintéticos mostraron resultados poco 
esperanzadores, ya que tras 8 semanas de la implantación, en todos los ejemplares se 
produjo ulceración y pérdida de cartílago (Oka et al., 1997). El problema que surge con 
los materiales artificiales es que el implante no se entrelaza con el hueso adyacente, lo 
que lleva a la degradación de la superficie recuperada después de sólo dos o tres meses 
(Oka et al., 1997). En un estudio en conejos (Frenkel et al., 1997) con un biomaterial 
compuesto de colágeno en el que siembran condrocitos, observaron una buena 





Una de las limitaciones importante que presenta el uso de matrices es el tamaño 
de la lesión (Nixon et al., 1993; Sams y Nixon, 1995; Sams et al., 1995).  
1.6.5.- Terapia génica  
La introducción de productos génicos en el ámbito del daño tisular puede 
favorecer el proceso de restauración del cartílago articular. Los más evidentes serían los 
factores de crecimiento, inhibidores de proteinasas y antagonistas de citoquinas. El 
proceso de terapia génica implica determinar los genes adecuados y las células propicias 
para la transferencia génica, e incorporar los ADNc (ácido desoxirribonucleico 
complementario) en vectores (Trippel et al., 2004). Distintos factores anabólicos 
(miembros de la superfamilia del TGF-β3), factor de crecimiento de tipo insulina 
(insulin growth factor, IGF), factor de crecimiento fibroblástico (fibroblastic growth 
factor, FGF), factor de crecimiento de hepatocitos (hepatocyte growth factor, HGF) 
pueden inducir condrogénesis y síntesis de los componentes de la MEC, en tanto que 
moléculas antiinflamatorias (interleucina, IL) tipo 4, IL-10, IL-1Ra, factor de necrosis 
tumoral (tumor necrosis factor, T+F) pueden actuar como inhibidores de la degradación 
del cartílago (Gelse et al., 2003).  
La membrana sinovial resulta apropiada para terapias condroprotectoras (Palmer 
et al., 2002). La transfección viral in vivo del gen IL-1Ra en articulaciones reumatoides, 
reduce la enfermedad en modelos animales (Gouze et al., 2003) y se ha mostrado que 
esta técnica permite la expresión intraarticular del gen IL-1Ra de una manera segura y 
aceptable para los pacientes (Evans et al., 2005). Los condrocitos y las CMM 
constituyen dianas prometedoras para la inducción de la condrogénesis. Así, en modelos 
animales, el trasplante in vivo en lesiones condrales de CMM transfectadas con el 
ADNc de la proteína morfogénica de hueso (bone morphogenic protein, BMP-2) aporta 
una mejor reparación, con una elevada producción de PG y de colágeno tipo II (Park et 
al., 2006). 
1.7.- CÉLULAS MADRE MESEQUIMALES 
Las células madre son células indiferenciadas caracterizadas por la capacidad de 
proliferar manteniendo su fenotipo y el potencial de diferenciación hacia distintos tipos 
celulares. Esto sugiere que las células madre pueden regenerar tejidos de órganos 
dañados, constituyendo así un posible tratamiento terapéutico para enfermedades que en 




Embrionarias Germinales Fetales Adultas
Existen distintos tipos de células madre, cuya capacidad de proliferación y de 








Fig. I.15.- Tipos de células madre humanas. Desde el zigoto hasta el adulto, en todos estos 






1. Las células madre embrionarias se obtienen a partir del blastocisto, en la masa 
celular interna y presentan una mayor capacidad de proliferación y 
diferenciación celular.  
2. Las células madre germinales se aíslan de la cresta germinal de fetos y tienen 
menor capacidad de proliferación y diferenciación celular que las anteriores.  
3. Las células madre fetales son aquellas obtenidas a partir de la octava semana 
del desarrollo, momento en el que el embrión ya se considera feto. Estas células 
presentan menos multipotencialidad que las embrionarias y germinales, pero 
más que las adultas. Una ventaja de su uso es que provocan menos debate ético, 
ya que pueden ser aisladas de fetos cuyo desarrollo ha sido interrumpido por 
razones médicas o debido a un aborto natural. 
4. Las células madre adultas se encuentran en una gran cantidad de tejidos del 
organismo de individuos adultos, aunque tienen una capacidad de proliferación y 
diferenciación celular más limitada.  
5. Actualmente, una tecnología emergente de terapia celular es la de las células 
madre pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem (iPS) cells). Es decir, 
inducir un estado de pluripotencia en las células somáticas mediante 
reprogramación (Takashashi et al., 2007). Para ello es necesario integrar 




tanto la utilidad de estas células tanto en investigación como en aplicación 
clínica (Yu et al., 2009). Estas iPS son similares en morfología, proliferación, 
antígenos de superficie, expresión de genes y actividad de la telomerasa a las 
células madre embrionarias. Además, las iPS se pueden diferenciar a las tres 
líneas germinales in vitro y en teratomas (Takashashi et al., 2007). La 
reprogramación de las células somáticas se realiza mediante la inserción de 
diferentes combinaciones de factores transcripcionales, siendo las 
combinaciones más ampliamente utilizadas las de Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc 
(Hanna et al., 2007; Takashashi et al., 2007; Zhao et al., 2009) o Oct4, Sox2, 
Nanog y Lin28 (Yu et al., 2007; Ebert et al., 2009). 
Esta nueva tecnología podría ser utilizada en biología básica, desarrollo 
de medicamentos y trasplante (Yu et al., 2009), pero la integración de retrovirus 
en las células para conseguir iPS provoca el aumento del riesgo de tumores. Esto 
puede ser producido por la reactivación de los retrovirus, haciendo difícil su 
aplicación en humanos. Es necesario encontrar alternativas a los retrovirus como 
medio de reprogramación celular (Takashashi et al., 2007). Actualmente, se está 
estudiando el uso de adenovirus, lentivirus o la permeabilización de células 
frente a proteínas recombinantes. Hay estudios que defienden que no es 
necesaria la integración en el genoma para la reprogramación de las células 
somáticas o incluso la presencia de factores de reprogramación 
continuadamente, proponiendo el uso de vectores episomiales no integradores 
(Yu et al., 2009). 
Dentro de las células madre adultas, se encuentran las células madre 
hematopoyéticas, neurales, epiteliales y mesenquimales. Las CMM son células madre 
adultas que pueden diferenciarse in vitro en una amplia variedad de células, incluyendo 
adipocitos, condrocitos y osteoblastos (Caplan, 1991). Estas células pueden aislarse 
desde una pequeña muestra de tejido, proliferar en cultivo hasta obtener cantidades 
apropiadas para aplicaciones clínicas y ser implantadas en el mismo paciente. Así, las 
CMM constituyen una herramienta potencial para reparar tejidos, ya que eluden 
problemas asociados con el rechazo inmune del alotrasplante y evita el conflicto ético 





1.7.1.- Evidencias de la existencia de células madre mesenquimales   
El ensayo clásicamente utilizado para identificar las CMM es el de unidad 
formadora de colonias-fibroblastos (colony forming unit-fibroblast, CFU-F), que 
identifica las células adherentes con forma de huso que proliferan y forman colonias. El 
trabajo pionero de Friedenstein (1961) demostró que las células derivadas de la médula 
ósea eran capaces de experimentar osteogénesis. Uno de los hallazgos más importantes 
de este trabajo es que las CMM pueden ser identificadas por sus propiedades de 
adhesión, proliferación y desarrollo en superficies estáticas (Baksh et al., 2004). 
Los distintos métodos de aislamiento y cultivo de CMM han aportado 
diferencias en la terminología para describir las células, con capacidad de adherencia, 
derivadas de tejidos adultos. Ninguna de esas terminologías explica exactamente el 
desarrollo y la capacidad de diferenciación de esas células, siendo el término CMM el 
más comúnmente utilizado (Baksh et al., 2004).   
1.7.2.- Caracterización fenotípica de células madre mesenquimales   
Actualmente no hay marcadores específicos para una determinación precisa de 
CMM. Los principales criterios para su identificación son su adherencia al plástico del 
frasco de cultivo y su morfología fibroblástica (Prockop, 1997), su capacidad de 
proliferación prolongada en cultivo manteniendo sus características de células madre, su 
capacidad para diferenciarse in vitro en células de origen mesodérmico (condrocitos, 
adipocitos y osteoblastos) y la expresión de marcadores de membrana celular 
característica de las CMM de médula ósea (Pittenger et al., 1999; Horwitz et al., 2005).  
Cada progenitor celular de una línea tisular concreta presenta un patrón de 
expresión de marcadores determinado (cluster of differentiation, CD) (Young y Black, 
2004). Así, las CMM expresan Stro-1 (Simmons y Torok-Storb, 1991; Stenderup et al., 
2001), CD29 (β1-integrina), CD44 (H-CAM), CD73 (ecto-5 nucleotidasa, SH3, SH4), 
CD90 (Thy-1), CD105 (endoglina, SH2) y CD166 (ALCAM) (Pittenger et al., 1999), 
pero no expresan marcadores característicos de células madre hematopoyéticas, como 
CD34 y CD45 (Caplan, 1991; Jones et al., 2002).  
Dentro de los marcadores clásicamente descritos para CMM, el CD44 es 
característico de células estromales del periostio y células progenitoras mesenquimales 
de médula (Young et al., 2001). Es un receptor para varios ligandos como el AH y la 
ostepontina, los cuales tienen papeles importantes en la organización de la MEC en el 




El CD90, o Thy-1, se expresa en células hematopoyéticas, células del timo, tejido 
neuronal, placenta y muchos tejidos conectivos (Young et al., 2001). Se considera una 
parte de la superfamilia de las inmunoglobulinas, ya que presenta una gran homología 
con dichas glicoproteínas (Young et al., 2001). El CD105, o endoglina, es característico 
de células progenitoras de adipocitos-condrocitos-osteocitos de células estromales de 
médula ósea (Pittenger et al., 1999; Young et al., 2001). Además, suele expresarse en 
células endoteliales, sincitiotrofoblastos, macrófagos y células estromales. Se ha 
sugerido que juega un papel importante en la señalización de TGF-β durante la 
condrogénesis (Alsalameh et al., 2004). El CD117, o c-kit, es un receptor que se 
expresa en células madre y células progenitoras hematopoyéticas (Teramura et al., 
2008). El CD166, o ALCAM,  es la molécula activadora de adhesión célula-leucocito. 
Se sabe que esta molécula de adhesión se expresa en CMM (Pittenger et al., 1999). La 
expresión del CD271 en CMM ha sido descrita en varios tejidos humanos como médula 
ósea (Cattoretti et al., 1993; Quirici et al., 2002; Jones et al., 2006; Soncini et al., 2007), 
grasa (English et al., 2007), membranas fetales (Soncini et al., 2007) o la pulpa dentaria 
(Waddington et al., 2009). El aislamiento de CMM utilizando anticuerpos frente a 
CD271 permite obtener una población celular homogénea fenotípica y funcionalmente 
(Quirici et al., 2002; Bühring et al., 2007), con un potencial clonogénico elevado y un 
alto potencial de diferenciación en múltiples líneas de células mesenquimales (Quirici et 
al., 2002; Soncini et al., 2007; Waddington et al., 2009). El STRO-1 se ha descrito 
como un marcador de CMM (Simmons y Torok-Storb, 1991). El método de 
inmunoaislamiento ha sido utilizado para obtener poblaciones de CMM positivas para 
marcadores específicos, como STRO-1 (Simmons y Torok-Storb, 1991; Gronthos et al., 
2003), CD105 (Majumdar et al., 2000; Aslan et al., 2006) y CD271 (Quirici et al., 
2002; Soncini et al., 2007). Se ha mostrado que células STRO-1+ procedentes de 
médula ósea y seleccionadas por inmunomagnetismo se diferencian en múltiples 
fenotipos mesenquimales, incluido el condrocitario (Dennis et al., 2002). 
1.7.3.- Tejidos empleados como fuente de células madre mesenquimales 
Las CMM presentan una amplia distribución in vivo, de modo que pueden 
aislarse de periostio (Nakahara et al., 1990), pericondrio (Dounchis et al., 1997), 
membrana sinovial (De Bari et al., 2001), tejido conectivo de la dermis y del músculo 
esquelético (Young et al., 2001; Qu-Petersen et al., 2002), grasa (Zuk et al., 2001), 





Kuznetsov et al., 2001), membrana amniótica (Alviano et al., 2007) e incluso del propio 
cartílago articular (Alsalameh et al., 2004). De todas ellas, es la médula ósea (Prockop, 
1997; Yoo et al., 1998) la fuente tisular de CMM más utilizada. No obstante, la sangre 
de cordón umbilical se está revelando como fuente de gran cantidad de células madre, 
susceptibles de diferenciación a cualquier tipo celular y con ventajas derivadas de su 
estatus inmunológico y sus telómeros sin acortar (McGuckin et al., 2005). 
1.7.3.1.- Médula ósea.- La médula ósea ha sido considerada clásicamente una de las 
principales fuentes de CMM (Majumdar et al., 1998; Pittenger et al., 1999). Consiste en 
un tejido complejo compuesto por células hematopoyéticas (precursores y células 
diferenciadas) y una  mezcla heterogénea de células denominada estroma (Majumdar et 
al., 1998). En el estroma se incluyen adipocitos, reticulocitos, células endoteliales y 
células fibroblásticas, que están en contacto con los elementos hematopoyéticos. Entre 
las células del estroma es donde se encuentra también la pequeña población celular de 
CMM, con capacidad de diferenciación en múltiples tejidos mesenquimales (Caplan, 
1991; Pittenger et al., 1999). 
1.7.3.2.- Membrana sinovial.- Está ampliamente descrita la presencia de CMM en el 
tejido sinovial (De Bari et al., 2001). Esas células conservan su potencial de 
diferenciación (De Bari et al., 2001; Djouad et al., 2005), incluido el de diferenciación 
condrogénica (Nishimura et al., 1999), y presentan un mayor potencial condrogénico 
frente a otras diferenciaciones mesenquimales e incluso frente a otros tipos celulares 
(Djouad et al., 2005; Sakaguchi et al., 2005; Yoshimura et al., 2007).  
El tejido sinovial es una fina membrana que reviste la cara interna de la cápsula 
articular, limitando así dicha cavidad (Fig. I.16). Consta de tres partes funcionales: la 






Fig. I.16.- Morfología de la membrana sinovial. Tinción histológica de hematoxilina-eosina. 
a) Membrana sinovial sana y b) membrana sinovial artrósica. Se puede observar el cambio 




La íntima sinovial está en contacto con la cavidad articular. Es una agrupación 
especializada de células mesenquimales y MEC. Estudios de microscopía electrónica 
han evidenciado la presencia de dos tipos celulares: sinoviocitos tipo A (macrophage-
derived type A synoviocytes) y sinoviocitos tipo B (fibroblast-derived type B 
synoviocytes) (Edwards, 2000). Los sinoviocitos tipo A expresan numerosos marcadores 
de superficie característicos de la línea macrófago-monocito como CD11b, CD68, 
CD14, CD163 y el receptor de IgG Fc, FcγRIIIa (Edwards, 2000). Los sinoviocitos tipo 
B sintetizan AH, proteínas de la MEC del estrato de la íntima, colágenos, PG sulfatados, 
fibronectina, fibrilina-1 y lubricina. También están implicados en la síntesis del 
activador de plasminógeno y la activación de las metaloproteasas. Además, expresan 
CD44 (el principal receptor del AH) y la molécula de adhesión celular vascular 1 
(VCAM-1) (Edwards, 2000; Goldring y Godring, 2008).  
La subíntima se encuentra situada entre la íntima y la cápsula articular. De 
espesor variable, es un estrato bien vascularizado y muy celular. Según aumenta su 
profundidad, aumenta su aspecto fibroso. Sus células son predominantemente 
fibroblastos, que presentan peptidasas de superficie. La subíntima tiene un papel 
importante en la respuesta inflamatoria, ya que alberga infiltrados de células 
inflamatorias y folículos linfoides. 
La membrana sinovial está muy vascularizada, lo que favorece el intercambio de 
solutos y gases con el líquido sinovial. El cartílago articular, dado que es avascular, 
depende para su nutrición del líquido sinovial, que a su vez depende de la membrana 
sinovial (Goldring y Godring, 2008). Por tanto, la membrana sinovial actúa como un 
órgano endocrino que se encarga de generar factores que regulan las funciones de los 
sinoviocitos y sirve como puerta selectiva de células durante el estrés y la inflamación. 
Otro papel importante de la membrana sinovial es la regulación de la temperatura 
intraarticular (Goldring y Godring, 2008). 
En la membrana sinovial sana, la íntima está formada por dos o tres capas 
celulares, donde predominan los sinoviocitos tipo B, correspondiendo el 10-20% a los 
sinoviocitos tipo A (Goldring y Godring, 2008). En la OA, se producen alteraciones 
bioquímicas y morfológicas en la membrana sinovial, de modo que experimenta un 
importante engrosamiento (hipertrofia) y un aumento en la densidad celular en la íntima 
(hiperplasia) (Fig. I.16). Además, esta membrana libera proteinasas y citoquinas que 




1.7.3.3.- Líquido sinovial.- El término sinovial deriva del griego syn (con) y del latín 
ovum (huevo),  sugiriendo que el líquido se asemeja a la clara de huevo cruda. Consiste 
en un filtrado de plasma que se produce en los capilares sinoviales. El líquido contiene 
pocas proteínas y células (polimorfonucleares, monocitos, linfocitos y células 
sinoviales), pero es rico en AH.  
En el líquido sinovial se ha descrito la presencia de CMM con potencial de 
diferenciación (Jones et al., 2004), viéndose su número incrementado en la OA, 
pudiendo esto sugerir su implicación en el proceso de reparación del cartílago (Jones et 
al., 2008). Estas CMM parecen proceder de la membrana sinovial (Jones et al., 2008). 
Las funciones del líquido sinovial son lubricar las cavidades de las articulaciones 
sinoviales y nutrir al cartílago articular. Es un líquido claro o amarillo pálido viscoso 
con pH ligeramente alcalino. Su viscosidad, volumen y color varían entre las distintas 
articulaciones en las diferentes especies animales.  
Una de las razones de que la OA sea clasificada como una enfermedad no 
inflamatoria es que el recuento de leucocitos en el líquido sinovial se encuentra por 
debajo de 2000 células/mm3 (Di Cesare et al., 2008). 
1.7.3.4.- Músculo esquelético.- El músculo esquelético es uno de los pocos tejidos 
adultos humanos que poseen la capacidad de regeneración, formando un nuevo tejido 


















Esta capacidad es debida a la presencia de células madre musculares conocidas 
como células satélite (Sinanan et al., 2006), que se localizan bajo la lámina basal de las 
fibras musculares (Sinanan et al., 2006; Dantzig et al., 2008).  
Además de su capacidad miogénica, se ha descrito que estas células son capaces 
de diferenciarse en respuesta a estímulos específicos a líneas no musculares, incluidos 
osteoblastos y adipocitos (Shi y Garry, 2006; Zammit et al., 2006). Las células satélite, 
que se mantienen en un estado quiescente, se activan cuando se produce una lesión, de 
modo que proliferan y se diferencian en nuevas fibras musculares. 
1.7.4.- Capacidad de proliferación de las células madre mesenquimales 
Una característica que define a la célula madre es su potencial de 
autorrenovación, es decir, de dividirse durante un número elevado de divisiones 
mitóticas generando copias idénticas a ella misma. Este potencial de proliferación varía 
según la metodología empleada para el aislamiento y cultivo de CMM.  
La baja cantidad de CMM aisladas desde una muestra de tejido hace necesaria su 
proliferación in vitro para obtener un número apropiado para su aplicación clínica. No 
obstante, el número de divisiones mitóticas debe ser limitado, debido a que durante el 
cultivo in vitro las CMM envejecen, experimentando una marcada disminución de su 
capacidad proliferativa (Banfi et al., 2000; Bonab et al., 2006) y una pérdida gradual del 
potencial de diferenciación múltiple (Banfi et al., 2000; Mauney et al., 2004; 2005; 
Izadpanah et al., 2006).  
En las células madre adultas, se ha demostrado una relación directa entre la 
telomerización de los cromosomas y el mantenimiento de su fenotipo y su capacidad de 
diferenciación (Abdallah et al., 2005). Los telómeros son estructuras dispuestas en los 
extremos de cada cromátida de los cromosomas de eucariotas (Fig. I.18), compuestas en 
el ser humano por repeticiones en tándem de la secuencia T-T-A-G-G-G (T: timina, A: 
adenina, G: guanina). Son esenciales para la estabilidad genética y la replicación 
celular. En las células somáticas normales, su longitud se acorta con el número de 
divisiones mitóticas, produciéndose una replicación incompleta de los extremos de los 
telómeros (Norrback et al., 1996). Cuando los telómeros disminuyen hasta una cierta 
longitud, las células generalmente dejan de dividirse y entran en senescencia (Harley et 
al., 1990). 
La longitud de los telómeros se mantiene en células cancerígenas y células 




ribonucleoproteína, descrita por primera vez en Tetrahymena (Greider et al., 1985), 
sintetiza de novo las secuencias repetidas de los telómeros (Greider, 1998; Hiyama et 
al., 2002). Su actividad fue inicialmente hallada en líneas celulares inmortales y 
tumores malignos (Shay et al., 1997; Aue et al., 1998) y más recientemente en células 
somáticas durante su expansión ex vivo (Weng et al., 1996; Caporaso y Chao, 2001), 
incluidos los condrocitos articulares (Parsch et al., 2002). Esto sugiere que la regulación 
de esta enzima se relaciona con el estado de proliferación del cultivo. Si su actividad es 
elevada, el ciclo celular está activo; si su actividad es baja, las células están 
diferenciadas y quiescentes, es decir, no se están dividiendo (G0) y de diferenciación 
celular (su actividad decrece cuando a los cultivos se les induce la diferenciación in 
vitro) (Engelhardt et al., 1997; Greider, 1998; Yui et al., 1998; Caporaso y Chao, 2001). 
Así, en las células madre embrionarias, los telómeros se acortan en cada división 
celular, pero se restituyen por la acción de la enzima telomerasa. En cambio, en las 
CMM esta enzima muestra una nula (Zimmermann et al., 2003) o baja actividad (Parsch 






        
 
 
Fig. I.18.- Posición de los telómeros dentro de los cromosomas. Figura tomada y modificada 
de http://www.entelchile.net. 
La edad del donante también guarda relación con las características de las CMM, 
dado que con el envejecimiento se produce una reducción de su capacidad proliferativa 
(Stenderup et al., 2003). 
La adición de factores de crecimiento al medio de cultivo puede prolongar in 
vitro la multipotencialidad de las CMM. Así, se ha observado que la presencia de FGF 
tipo 2 y 10% de suero bovino fetal (SBF) permite la proliferación de CMM derivadas de 
médula ósea más allá de 70 PD (population doublings) y mantiene su potencial de 









La densidad celular también juega un papel importante en la capacidad de 
proliferación de las CMM. Se ha observado que, a diferencia de lo que ocurre a altas 
densidades (12 células/cm2), cuando se siembran a bajas densidades (1,5-3 células/cm2) 
se producen altas expansiones (Colter et al., 2000). Otros estudios sugieren además que 
los clones de CMM aislados presentan heterogeneidad respecto a su capacidad de 
proliferación (Baksh et al., 2004). 
1.7.5.- Capacidad de diferenciación de las células madre mesenquimales 
En el laboratorio, las CMM pueden diferenciarse en múltiples líneas celulares, 
incluyendo osteoblastos (Jaiswal et al., 1997), adipocitos (Purpura et al., 2004), 
condrocitos (Johnstone et al., 1998), mioblastos (Wakitani et al., 1995) y progenitores 
tempranos de células neurales (Deng et al., 2001). Esta capacidad múltiple de 
diferenciación convierte a estas células en candidatas ideales como fuente celular para la 
regeneración terapéutica de tejidos (Baksh et al., 2004). 
Estudios in vitro (Majumdar et al., 1998; Pittenger et al., 1999; Muraglia et al., 
2000) e in vivo (Gronthos et al., 2003) de CMM derivadas mediante clonación 
demostraron que la población de CMM es heterogénea respecto a su potencial de 
diferenciación, y comprende subpoblaciones con diferente expresión de marcadores y 
potencial de diferenciación celular. Así, se ha observado que sólo un tercio de la 
población clonal de CMM es capaz de experimentar diferenciación osteogénica, 
adipogénica y condrogénica, mientras que los clones restantes de CMM sólo son 
bipotentes o unipotentes para estas líneas celulares (Pittenger et al., 1999; Muraglia et 
al.; 2000). Esto sugiere que una población particular de células puede ofrecer ventajas 
para la reparación tisular.  
Estudios recientes han demostrado que el CD271 es un marcador clave de CMM 
en médula ósea y otros tejidos. Así, la expresión de CD271, también conocido como 
L+GFR (low affinity nerve growth factor receptor), podría ayudar en el aislamiento de 
CMM de diferentes tejidos, como médula ósea (Jones et al., 2002; 2006; Quirici et al., 
2002) y membranas fetales humanas (Soncini et al., 2007). Estos estudios han indicado 
que la población de CMM procedente de medula ósea y membranas fetales resultantes 
de la selección de células expresando CD271 son fenotípica y funcionalmente 
homogéneas y tienen una elevada capacidad de diferenciación hacia múltiples líneas 




























































































La capacidad de diferenciación de las CMM también puede variar 
significativamente en función del tejido del que se aíslan (Fig. I.19). Así, en rata, se ha 
observado que las CMM aisladas de pericondrio, periostio y médula ósea parecen ser 
superiores a las CMM aisladas de grasa en la capacidad de formar cartílago articular 
hialino (Park et al., 2006). Por otra parte, en humanos, las CMM aisladas de membrana 
sinovial poseen más potencial condrogénico que aquellas derivadas de médula ósea, 















Fig. I.19.- Esquema de la diferenciación de las CMM. Figura tomada y modificada de Caplan 
(2007). 
Finalmente, las CMM de un determinado tejido pueden tener una mayor 
predisposición hacia la diferenciación de un determinado tipo celular. En CMM de 
origen sinovial, la tendencia a la diferenciación condrogénica es mayor que a la 
diferenciación osteogénica, sugiriendo que las CMM de origen sinovial tienen un menor 
riesgo de osificación ectópica (Djouad et al., 2005). 
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El cartílago de las articulaciones sinoviales protege al hueso minimizando la 
fricción y absorbiendo las cargas durante el deslizamiento de las superficies articulares. 
La integridad del cartílago es fundamental para un correcto funcionamiento de la 
articulación. Su complejidad estructural (las células están encapsuladas por una 
abundante MEC) y sus características especiales (avascular, con baja densidad celular, 
baja actividad metabólica y reducido índice mitótico) dificultan la migración de 
condrocitos hacia la zona de la lesión y su capacidad reparadora. Además, el cartílago 
carece de inervación, de modo que las lesiones confinadas al cartílago articular no 
producen dolor. Así, la lesión avanza desencadenando un proceso degenerativo del 
cartílago articular que finaliza con la exposición de la superficie ósea.  
La artrosis (OA) es una de las enfermedades reumáticas más dolorosas e 
incapacitantes en la actualidad. Aunque esta patología afecta a un elevado porcentaje de 
la población (en España, cerca del 20% de la población padece OA), apenas se han 
desarrollado opciones terapéuticas para frenar y/o retardar su progresión y para 
regenerar la superficie del cartílago. Esto ocasiona una importante limitación y deterioro 
de la calidad de vida del paciente, llegando a necesitar en su etapa final la sustitución de 
la articulación dañada por una prótesis artificial. A pesar del gran avance en el diseño y 
en la calidad de los biomateriales de las prótesis, éstas siguen teniendo una duración 
media limitada, por lo que esta alternativa sólo se plantea en pacientes de edad avanzada 
y en casos graves de OA con una gran dependencia.  
Dado que el cartílago es incapaz de autorreparar los defectos condrales, se 
desarrollaron varias opciones terapéuticas para tratar sus lesiones. Las técnicas que 
consisten en la penetración del hueso subcondral facilitan el acceso al sistema vascular. 
Así, se pone en contacto el defecto condral con la médula ósea, que contiene CMM. El 
sangrado hacia el lugar de la lesión condral supone la formación de un coágulo de 
fibrina que, además de un complejo cóctel biomolecular, contiene CMM. Aunque se 
produce la reparación del defecto condral, el tejido neoformado no tiene la suficiente 
calidad histológica, en tanto que es de consistencia fibrosa y degenera a corto plazo 
(Kreuz et al., 2006b).  
Otra alternativa terapéutica para el tratamiento de lesiones osteocondrales es la 
mosaicoplastia autóloga. Este método está limitado por el tamaño del defecto, que 
determina el número de cilindros osteocondrales necesarios, y la lesión de la zona 
donante (Nakagawa et al., 2007).  
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La alternativa terapéutica más eficaz actualmente para reparar lesiones focales 
de cartílago articular es el trasplante de condrocitos autólogos (Brittberg et al., 1994).  
No obstante, este procedimiento tiene importantes limitaciones: la edad del paciente, el 
elevado coste económico (son necesarias dos intervenciones quirúrgicas para obtener e 
implantar los condrocitos) y un prolongado tiempo de ejecución (el proceso de cultivo 
de condrocitos es demasiado largo y no está exento de riesgo de contaminación). 
Además, la obtención de condrocitos de la propia articulación supone un daño añadido a 
la propia articulación. Esta técnica sólo está indicada en lesiones inducidas por trauma 
mecánico, pero no repara las articulaciones artrósicas. Además, el análisis histológico 
en biopsias del tejido de reparación al cabo de un año del implante indica la prevalencia 
de la morfología fibrocartilaginosa (Tins et al., 2005). 
Las CMM se consideran un potencial tratamiento de una amplia variedad de 
enfermedades, incluidas las reumáticas. Estas células pueden diferenciarse in vitro en 
varios tipos celulares, se pueden aislar de diferentes tejidos y proliferan en cultivo hasta 
obtener cantidades apropiadas para aplicaciones clínicas. De este modo, la aplicación de 
las CMM elude problemas relacionados con el rechazo inmunitario del alotrasplante y 
con el conflicto ético asociado a la utilización de células madre embrionarias. Existen 
evidencias experimentales que sugieren que estas células pueden ser útiles para reparar 
el cartílago articular. Así, se ha observado que las CMM son capaces de diferenciarse de 
acuerdo al medio biológico en el que se encuentran y, en particular, hacia condrocitos 
(Im et al., 2001; Wakitani et al., 1989). No obstante, las CMM, una vez inyectadas en la 
cavidad articular, no muestran una movilidad preferente hacia el cartílago articular 
(Murphy et al., 2003; Nishimori et al., 2006).  
Los estudios sobre las aplicaciones de las CMM en el tratamiento de lesiones 
condrales en seres humanos son muy escasos. En pacientes con OA, se observó que el 
tratamiento con CMM autólogas aportaba mejores resultados artroscópicos comparando 
con pacientes con OA sin implante, aunque esta mejoría no resultaba significativa en el 
aspecto clínico (Wakitani et al., 2002). No obstante, el tratamiento de un defecto 
condral en un joven atleta con CMM aportó un tejido de reparación con características 
similares a las del cartílago hialino, incluyendo su tinción con safranina O (Kuroda et 
al., 2006). 
Las CMM están presentes en tejidos artrósicos. No obstante, aunque se ha 
identificado un mayor número de CMM en el líquido sinovial de pacientes con OA que 
en el de individuos sanos (Jones et al., 2004), todavía no se han realizado estudios de 
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cuantificación detallada de CMM en membrana sinovial. Tampoco se ha determinado si 
la presencia de CMM en la membrana sinovial artrósica es sustancialmente diferente a 
la observada en los tejidos sanos. El estudio de estas diferencias probablemente ayude a 
determinar no sólo la implicación de estos tipos celulares en el proceso de reparación 
del cartílago, sino también su papel en la patogénesis de la OA.  
Diversos estudios sugieren que la población de CMM comprende 
subpoblaciones de células con diferentes potenciales de diferenciación y que la 
capacidad de diferenciación también puede variar en función del tejido del que se aíslan. 
El CD271 está presente en las CMM. Aunque su expresión se describió inicialmente en 
células del sistema nervioso, en células del estroma de médula ósea, el CD271 define 
una subpoblación bastante homogénea para los marcadores habituales de CMM y con 
una elevada capacidad de diferenciación celular (Jones et al., 2002; Quirici et al., 2002).  
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HIPÓTESIS 
Nuestra hipótesis de trabajo se centra en considerar que durante el proceso 
degenerativo del cartílago articular se activa la movilización de células madre 
mesenquimales (CMM) a través del sistema vascular, y que estas células alcanzan a 
través de la membrana y el líquido sinovial el cartílago dañado. Así, el proceso de 
reparación espontánea del cartílago articular artrósico probablemente implica la 
migración de CMM con capacidad condrogénica a través del árbol vascular desde 
distintas fuentes, incluyendo la médula ósea, el músculo esquelético y la membrana 
sinovial.  
Como la población de CMM es heterogénea en cuanto a su potencial de 
diferenciación celular, cabe determinar mediante la discriminación de la expresión de 
marcadores cómo es la población de CMM que está presente en los tejidos fuente de 
CMM y en el tejido de reparación espontánea del cartílago articular, y si una 
subpoblación determinada presenta ventajas en la diferenciación condrogénica. 
Nosotros consideramos que durante el proceso degenerativo del cartílago articular se 
activa preferentemente la movilización de CMM CD271+, de modo que este marcador 
aumenta su expresión en los tejidos fuente de CMM (médula ósea, músculo esquelético 
y membrana sinovial). Además, la posible expresión de este marcador en el tejido de 
reparación espontánea del cartílago articular podría estar indicando una subpoblación de 

























Células madre de médula ósea
Condrocitos
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OBJETIVOS: 
1. Identificar y aislar células madre mesenquimales en médula ósea, 
membrana sinovial, líquido sinovial y músculo esquelético con 
capacidad condrogénica. 
2. Determinar la capacidad de las células madre mesenquimales de médula 
ósea, membrana sinovial, líquido sinovial y músculo esquelético para 
reparar lesiones del cartílago articular humano en dos condiciones:  
a. Cartílago normal. 
b. Cartílago artrósico.  
3. Analizar descriptivamente marcadores de células madre mesenquimales 
en la articulación artrósica humana:  
a. En membrana sinovial. 
b. En tejido de reparación espontánea.  
4. Estudiar comparativamente las células madre mesenquimales presentes 
tanto en membrana sinovial sana como artrósica. 
5. Estudiar si existe una subpoblación de células madre mesenquimales de 








 DE LAS MUESTRAS 
Las muestras fueron donadas por pacientes que se sometieron a cirugía de 
reposición o amputación de miembros inferiores en el Banco de Tejidos y el Servicio de 
Autopsias del Complejo Hospitalario Universitario de A Coruña y del Hospital San 
Rafael de A Coruña. Este estudio fue aprobado por el comité ético de Investigación 
Clínica de Galicia. El consentimiento informado se obtuvo de cada uno de los pacientes.  
4.1.1.- Obtención de membrana sinovial  
Las muestras de membrana sinovial (n = 23) procedieron de pacientes con 
coxartrosis (OA de cadera) tras cirugía de cadera y de amputaciones del miembro 
inferior. La edad media de los donantes fue de 61,74 ± 15,88 años, con un rango de 38 a 
93 años. Las muestras se recogieron en suero salino estéril para su traslado al 
laboratorio. 
Parte de las muestras de membrana sinovial se utilizaron para la obtención de 
CMM mediante cultivo celular y posteriormente estudios de caracterización fenotípica 
por citometría de flujo, ensayos de diferenciación celular y reparación in vitro de 
defectos condrales focales. Otra parte de las muestras se incluyeron en el estudio de la 
localización de células con marcadores mesenquimales. Para ello, se congelaron y se 
destinaron a estudios de inmunofluorescencia. 
4.1.2.- Obtención de médula ósea 
Las muestras de médula ósea (n = 29) procedieron de pacientes con coxartrosis 
tras cirugía de cadera. La edad media de los donantes fue de 70,72 ± 11,49 años, con un 
rango de 46 a 96 años. Las muestras se recogieron en frascos estériles para su traslado al 
laboratorio.  
Estas muestras se destinaron a la obtención de CMM y posterior caracterización 
fenotípica por citometría de flujo, ensayos de diferenciación celular y reparación in vitro 
de defectos condrales focales. 
4.1.3.- Obtención de cartílago articular 
Los explantes de cartílago articular procedieron siempre de cabezas femorales 
humanas y sólo comprendían la parte de cartílago no calcificada. Estas muestras se 
recogieron en suero salino estéril para su traslado al laboratorio. Los explantes 
procedían de tres fuentes: 
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- Cartílago articular artrósico. Estas muestras se destinaron al estudio de 
reparación in vitro de defectos condrales focales con el implante de CMM de 
diferentes fuentes tisulares. 
- Tejido de reparación espontánea. Estas muestras se destinaron al estudio de 
células con marcadores mesenquimales en el tejido de reparación espontánea del 
cartílago. 
- Cartílago articular normal de pacientes sin historial de enfermedad articular. 
Estas muestras se destinaron al estudio de reparación in vitro de defectos 
condrales focales con el implante de CMM de diferentes fuentes tisulares. 
4.1.4.- Obtención de músculo esquelético 
Las muestras de músculo esquelético (n = 8) procedieron del músculo vasto 
lateral de pacientes con coxartrosis tras cirugía de cadera y de amputaciones del 
miembro inferior. La edad media de los donantes fue de 58,63 ± 19,18 años, con un 
rango de 18 a 76 años. Las muestras se recogieron en suero salino estéril para su 
traslado al laboratorio. 
Las muestras de músculo esquelético se utilizaron para la obtención de CMM 
mediante cultivo celular y posteriormente estudios de caracterización fenotípica por 
citometría de flujo, ensayos de diferenciación celular y reparación in vitro de defectos 
condrales focales.  
4.1.5.- Obtención de líquido sinovial 
El líquido sinovial se extrajo de articulaciones inflamadas de pacientes con 
diferentes afecciones reumatológicas: AR (n = 7), artritis psoriásica (n = 5), 
condrocalcinosis (n = 1), oligo y monoartritis (n = 3), OA (n = 4) y otros (n = 1). La 
edad media de los donantes fue de 56,05 ± 17,63 años, con un rango de 25 a 83 años. 
Las muestras se obtuvieron mediante punción articular, recogiendo el líquido sinovial 
en tubos con heparina para evitar la coagulación. 
Las muestras de líquido sinovial se utilizaron para la obtención de CMM 
mediante cultivo celular y posteriormente estudios de caracterización fenotípica por 
citometría de flujo, ensayos de diferenciación celular y reparación in vitro de defectos 
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4.2.- AISLAMIE
TO Y CULTIVO DE CÉLULAS MADRE MESE
QUIMALES 
4.2.1.- Aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales de membrana 
sinovial 
En condiciones de esterilidad, se transfirió la muestra de membrana sinovial a 
una placa petri (100 mm de diámetro; Soria Genlab S.A., Madrid) y se limpió de restos 
de tejido de sostén o grasa. Tras trocearla, la muestra se transfirió a un tubo de 50 ml 
(Costar Corning Incorporated, EEUU) al que se añadió 10 ml de una mezcla 
enzimática compuesta por 112 unidades/ml colagenasa tipo I (Gibco, Reino Unido) con 
1,2 unidades/ml dispasa (Gibco, Reino Unido) en Dulbecco’s Modified Eagles’s 
Médium (DMEM; Lonza, Biowhittaker, Bélgica) sin suplementar con SBF (Gibco, 
Reino Unido), penicilina (100 unidades/ml) y estreptomicina (100 mg/ml) (P/E; Gibco, 
Reino Unido). Tras incubar 45 min a 37ºC en agitación, se centrifugó a 300 xg durante 
8 min, para luego eliminar el sobrenadante por decantación. El pellet obtenido se 
resuspendió en 5 ml de DMEM suplementado con 20% SBF, se volcó en una placa petri 
y se eliminaron los restos de tejido no digerido. Se recogió con una jeringuilla de 50 ml 
(ALARIS Medical Systems, EEUU) a la que se acopló posteriormente un filtro de 41 
µm (Millipore, Irlanda). La suspensión filtrada se recogió en un tubo de 50 ml, se 
centrifugó nuevamente y el pellet se sembró en DMEM suplementado con 20% SBF y 
1% P/E. Tras retirar el sobrenadante por decantación, se procedió al sembrado del pellet 
en un frasco de cultivo (BD Falcon, Francia) en una densidad celular de 1x105 
células/cm2. Las células se incubaron en estufa de cultivo (Steri-Cult CO2 Incubator 
HEPA Class 100, Termo Electron Corporation, Madrid) a 37ºC en una atmósfera 
húmeda con 5% CO2. Transcurridas 48 h, se eliminó el sobrenadante del cultivo, 
renovando el medio y desechando las células no adherentes.  
4.2.2.- Aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales de médula ósea 
La médula ósea se sometió a lavados con 50 ml de DMEM suplementado con 
5% SBF, utilizando una jeringa de 20 ml estéril (Kendall Monoject Syringe, Estambul, 
Turquía) y una aguja estéril (BD Microbalance™ 3, Oxford, Irlanda). La suspensión 
celular resultante del lavado se recogió con otra jeringa a la que se le acopló un filtro de 
41 µm (Millipore, Irlanda). La solución filtrada se centrifugó a 300 xg durante 8 min. 
Tras retirar el sobrenadante por decantación, se procedió al sembrado del pellet en un 
frasco de cultivo en una densidad celular de 1x105 células/cm2. Tras 48 h, se extrajo el 
medio y se reemplazó por uno nuevo, eliminando así las células no adherentes. El 
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medio de cultivo utilizado fue DMEM suplementado con 20% SBF y 1% P/E y el 
cultivo se mantuvo en atmósfera húmeda con 5% CO2 a 37ºC. 
4.2.3.- Aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales de músculo 
esquelético 
Bajo campana de flujo laminar, se transfirió la muestra de músculo esquelético a 
una placa petri. Una vez eliminados los restos de tendón y grasa, se troceó la muestra y 
se transfirió a un tubo de 50 ml. Tras incubar en colagenasa tipo I al 0,1% (Sigma, 
EEUU) en Eagle’s Modified Essential Medium (EMEM; Gibco, Reino Unido) durante 1 
h a 37ºC en agitación, se centrifugó a 300 xg durante 8 min y se eliminó el sobrenadante 
por decantación. Luego se añadió tripsina 1X (Sigma-Aldrich, EEUU) y se incubó la 
muestra en agitación durante 30 min a 37ºC. Después de este tiempo, se volcó el 
contenido con la muestra en una placa petri y, con una jeringuilla de 50 ml a la que se 
acopló un filtro de 41 µm, se filtró la suspensión para un nuevo tubo de 50 ml. Se 
añadieron 10 ml de Ham’s F12 (Lonza, Biowhittaker, Bélgica) al tubo y se centrifugó 
300 xg durante 8 min. A continuación, se eliminó el sobrenadante por decantación y el 
pellet obtenido se sembró en una densidad de 1x105 células/cm2 en frascos de cultivo 
con medio Ham’s F12 suplementado con 20% de SBF y 1% P/E. Las células se 
incubaron en estufa de cultivo a 37ºC en una atmósfera húmeda con 5% CO2. 
Transcurridas 48 h como mínimo, se eliminó el sobrenadante del cultivo, poniéndole un 
nuevo medio.  
Las células no adherentes fueron desechadas con el cambio de medio del cultivo, 
siendo de nuestro interés únicamente las adherentes (al igual que en el resto de los 
cultivos).  
4.2.4.- Aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales de líquido sinovial  
La muestra de líquido sinovial se diluyó 1:1 en suero salino estéril y se 
centrifugó a 300 xg durante 10 min. El pellet resultante fue sembrado en DMEM 
suplementado con 20% SBF y 1% P/E. Las células se incubaron en estufa de cultivo a 
37ºC en una atmósfera húmeda con 5% CO2. Tras 48 h, como mínimo, fue eliminado y 
reemplazado por un nuevo medio, conservando para nuestros estudios únicamente las 
células adherentes como ya se ha dicho anteriormente.  
4.2.5.- Subcultivo celular 
Al alcanzar los cultivos celulares aproximadamente el 80% de confluencia (3 ó 4 
semanas en cultivo), se resembraron en un área mayor mediante subcultivo. Para ello, se 
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lavaron los frascos de cultivo con suero salino estéril (para eliminar los restos de medio, 
que al contener SBF, inactivarían a la tripsina) y posteriormente se utilizó tripsina 2X 
(Sigma-Aldrich, EEUU). Se introdujeron en una estufa de cultivo durante 2 ó 3 min. 
Tras este tiempo, se comprobó al microscopio invertido que las células ya no estaban 
adheridas a la superficie plástica del frasco de cultivo. En caso afirmativo, se lavaron 
con medio de cultivo con SBF (para inactivar la tripsina e impedir que ésta produzca la 
muerte celular) y se recogieron en un tubo de 50 ml para luego centrifugar a 300 xg 
durante 8 min. En caso negativo, se introdujeron nuevamente en la estufa y se volvió a 
comprobar unos minutos más tarde. Tras la centrifugación y eliminación del 
sobrenadante, se procedió al contaje celular en una cámara de Neubauer (Marienfeld, 
Alemania). La viabilidad celular se determinó con el colorante vital azul tripán 0,4% 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU), que sólo penetra en células con la membrana 
alterada. Así, sólo una célula muerta o muy alterada se observará azul. Las células 
fueron sembradas en su medio correspondiente en nuevos frascos de cultivo a razón de 
1x105 células/cm2. 
4.2.6.- Técnica del preplating 
Esta técnica (Richler y Yaffe, 1970) se realizó para eliminar los macrófagos y 
fibroblastos existentes en los cultivos celulares. Consiste en separar las células de la 
superficie de los frascos de cultivo, incubando con tripsina 2X durante 2 ó 3 min, y 
manteniendo la suspensión celular en DMEM suplementado con 5% SBF y 1% P/E en 
estufa a 37ºC durante 20 min. Tras este tiempo, los macrófagos y fibroblastos quedan 
adheridos al frasco de cultivo. Posteriormente, se recoge la suspensión celular que 
contiene las CMM, se centrifuga y finalmente se siembra en un nuevo frasco de cultivo. 
No obstante, esta técnica no garantiza la completa selección de células madre, pudiendo 






Fig. M. 1.- Cultivo primario de médula ósea en S0. Entre las células extraídas de médula ósea, 
se observan macrófagos. 
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4.3.- CARACTERIZACIÓ
 DE CÉLULAS MADRE MESE
QUIMALES 
4.3.1.- Caracterización fenotípica de células madre mesenquimales por citometría 
de flujo 
Como no se  dispone actualmente de un marcador específico de células madre, la 
caracterización fenotípica por citometría de flujo se realiza utilizando un amplio panel 
de anticuerpos. Así, se determinó la presencia/ausencia de marcadores hematopoyéticos 
(CD34 y CD45) y marcadores indicados en la bibliografía como adecuados para 
caracterizar CMM (CD29, CD44, CD69, CD73, CD90, CD105, CD106, CD117 y 
CD166). 
Procedimiento.- Las células se recogieron y resuspendieron en tampón FACS 
(Fluoresecence activated cell sorting; BD Biosciences, EEUU). Luego se transfirieron a 
una placa de 96 pocillos de fondo en “V” (NUNC™, VWR International, Dinamarca) en 
un número entre 2x104 y 3x104 células por pocillo. Después de centrifugar a 300 xg 
durante 10 min, se desechó el sobrenadante y la suspensión celular se homogenizó en un 
vórtex. Las células se resuspendieron en tampón FACS y se añadieron los diferentes 
anticuerpos en las concentraciones adecuadas (Tabla M.1), obteniendo un volumen final 
de 50 µl/pocillo.  
Tras incubar con el anticuerpo primario a 4ºC durante 40 min (hasta 1 h como 
máximo), se realizaron dos lavados con tampón FACS con sus correspondientes 
centrifugaciones a 300 xg durante 10 min. A continuación, se incubó con el anticuerpo 
secundario a 4ºC durante 30 minutos y en oscuridad. Después de dos lavados con 
tampón FACS y sus correspondientes centrifugaciones, se resuspendió cada pocillo en 
200 µl de tampón FACS y se transfirió cada uno de los pocillos a tubos de citometría. El 
análisis se realizó en un citómetro de flujo (BD FACSCalibur, Irlanda) utilizando el 
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Especificidad  Clon Dilución Casa comercial 
R-PE-CD29 Integrina β1 MAR4 (3:50) BD Pharmingen 
R-PE-CD34  581 (4:50) BD Pharmingen 
FITC-CD44 HCAM IM7 (1:50) BD Pharmingen 
FITC-CD45  HI30 (3:50) BD Pharmingen 
CD69  FN50 (3:50) BD Pharmingen 
PE-CD73  AD2 (3:50) BD Pharmingen 
PE-Cy5-CD90  5E10 (1:50) BD Pharmingen 
FITC-CD105  SN6 (1:50) AbD SEROTEC 
PE-CD106  STA (6:50) AbD SEROTEC 
APC-CD117  YB5.B8 (2:50) BD Pharmingen 
R-PE-CD166    3A6 (3:50) BD Pharmingen 
CD271  ME20.4 (1:1000) Sigma 
ISOTIPO FITC  A85-1 (1:50) BD Pharmingen 
ISOTIPO PE  A85-1 (1:50) BD Pharmingen 
ISOTIPO PE-CY5  MOPC-21 (1:50) BD Pharmingen 
 
Tabla M.1.- Anticuerpos usados para la caracterización fenotípica de los distintos tipos 
celulares obtenidos.  
4.3.2.- Estudios de diferenciación 
4.3.2.1.- Condrogénesis.- El protocolo seguido fue el propuesto por Johnstone et al. 
(1998) con mínimas modificaciones. Las células se levantaron con tripsina 2X, se 
transfirieron a tubos de polipropileno (25x104 células/tubo) y se centrifugaron a 300 xg 
durante 5 min. Después de extraer el sobrenadante, se añadió a cada pellet el medio 
condrogénico. Los tubos se dejaron entreabiertos en una estufa de cultivo a 37ºC y 5% 
CO2. Tras 24 h, y dando un golpe seco al tubo, se levantó el pellet, que se cultivó 21 
días en medio de diferenciación condrogénico (Lonza, Biowhittaker, Bélgica) 
suplementado con 33 ng/ml de TGF-β3 humano (Sigma, EEUU). Este medio se renovó 
cada tres días. Las micromasas formadas se fijaron con formol 4% (Panreac Química 
S.A., España) durante 2 h. Para valorar la diferenciación condrogénica, se estudió la 
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presencia de proteoglicanos con tinciones histoquímicas (azul de toluidina, safranina O 
y azul alcián) y la presencia/ausencia de distintas moléculas (colágenos tipo I y II, 
glucosaminoglicanos, subunidad β1 de la integrina) mediante tinciones 
inmunohistoquímicas. 
4.3.2.2.- Osteogénesis.- Las células se cultivaron en DMEM suplementado con 20% 
SBF y 1% P/E en una cámara de 8 pocillos para microscopía (BD Falcon, Francia) 
(5x104 células/pocillo) a 37ºC y 5% CO2 durante 24 h, permitiendo así la adhesión 
celular a los pocillos. La osteogénesis se indujo durante 3 semanas cultivando las 
células con medio de diferenciación osteogénico (Lonza, Biowhittaker, Bélgica), que se 
renovó cada tres días. La presencia de depósitos cálcicos se valoró mediante la tinción 
rojo alizarina. 
4.3.2.3.- Adipogénesis.- Las células se cultivaron en DMEM suplementado con 20% 
SBF y 1% P/E en una cámara de 8 pocillos para microscopía (5x104 células/pocillo) a 
37ºC y 5% CO2 durante 24 h, permitiendo así la adhesión celular a los pocillos. La 
adipogénesis consistió en ciclos de inducción (medio de diferenciación adipogénico de 
inducción; Lonza, Biowhittaker, Bélgica) y mantenimiento (medio de diferenciación 
adipogénico de mantenimiento; Lonza, Biowhittaker, Bélgica) cada 3 días, 
manteniéndose en cultivo durante 3 semanas. En la cuarta semana, las células 
permanecieron en medio de diferenciación adipogénica de mantenimiento. La 
diferenciación a adipocitos se valoró mediante la tinción oil red O. Esta tinción 
evidencia la existencia lípidos homofásicos neutros en forma de gotas lipídicas o 
vacuolas en el citoplasma celular. 
4.4.- SELECCIÓ
 DE CÉLULAS MADRE MESE





Para la selección celular por inmunomagnetismo, las células se marcaron con el 
anticuerpo monoclonal anti-humano low affinity nerve growth factor receptor (L1GFR; 
CD271) (Miltenyi Biotec, España). A continuación, se incubaron con las partículas 
magnéticas APC-microbeads (Miltenyi Biotec, España) conjugadas con 
inmunoglobulinas anti-CD271. Todo el proceso de separación magnética se realizó en 
una campana de flujo laminar y en condiciones de esterilidad, ya que las células 
separadas se destinaron al cultivo in vitro. 
 











Fig. M.2.- Columna magnética e imán empleados en la separación magnética celular. El 
anticuerpo CD271 unido a partículas magnéticas se utiliza para marcar las células que expresan 
el antígeno CD271. Mediante un potente imán, se separan las dos poblaciones celulares: 
CD271- y CD271+. Imagen tomada de www.miltenyibiotec.com. 
Procedimiento.- La población celular obtenida de médula ósea se seleccionó en S2 para 
el antígeno CD271. Para ello, las células se lavaron en una solución tampón, constituida 
por PBS (Phosphate Buffered Saline; MP Biomedicals I1C., Alemania) a pH 7,2 con 
0,5% albúmina de suero bovino (Bovine serum albumin, BSA; Sigma, EEUU) y 2 mM 
de ácido etilendiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA; Sigma, 
EEUU). Tras centrifugar 10 min a 300 xg, las células se resuspendieron en dicha 
solución (1x107 células/100 µl de solución tampón). Tras su incubación con anti-
L1GFR (CD271) (10 µl de anti-L1GFR/1x107 células) durante 10 min a 4ºC y en 
oscuridad, las células se lavaron añadiendo 2 ml de solución tampón y se centrifugaron 
10 min a 300 xg. El sobrenadante se eliminó por decantación y el pellet se resuspendió 
en 80 µl de solución tampón. A continuación, se añadieron las APC-microbeads (20 µl 
de APC-microbeads/1x107 células), se agitó suavemente para favorecer el contacto 
entre las células y los APC-microbeads, y se incubó la mezcla 15 min en oscuridad a 
4ºC. Las células se lavaron con solución tampón y se centrifugaron nuevamente, 
volviendo a eliminar el sobrenadante. Se resuspendieron las células en solución tampón 
(500 µl de solución tampón/1x107 células) y se procedió a su separación en la columna 
magnética (MACS® Separation Columns LS y placa magnética de Miltenyi Biotec, 
España) (Fig. M.2). Para ello, se hidrató la columna con 500 µl de solución tampón y se 
aplicó la suspensión sobre la columna. Se recogió el eluyente (fracción CD271-) y se 
lavó tres veces más con 500 µl de solución tampón cada vez. Se retiró la columna de la 
placa magnética y se lavó con 2 ml de solución tampón, recogiendo así la fracción de 





células CD271+. Finalmente, se contaron las células de cada una de las fracciones 
celulares para posteriormente cultivarlas en DMEM suplementado con 20% SBF y 1% 
P/E.  
4.5.- REPARACIÓ




4.5.1.- Realización de defectos condrales focales 
Sobre la superficie articular, se practicaron defectos en el cartílago (2 mm de 
diámetro) utilizando fresas odontológicas (Gebr. Brasseler Gmbh & Co. KQ, Alemania) 
con la ayuda de un microrrotor (EWL K9, Alemania). Posteriormente, se recortaron los 
cilindros de 6 mm de diámetro del cartílago articular con un sacabocados estéril (Biopsy 

















Fig. M.3.- Realización de defectos condrales focales e implante in vitro de CMM. a) 
Obtención de los explantes de cartílago articular de cabezas femorales humanas. b) y c) 
Realización de defectos focales con una fresa odontológica sobre la superficie articular de los 
explantes. d) y e) Obtención de cilindros de cartílago articular con un sacabocados estéril de 6 
mm de diámetro. f) y g) El grupo implante recibió, en cada defecto condral, 2x105 células; 
mientras que el grupo control no recibió implante de CMM. h) Translocación de los implantes a 
una placa de 96 pocillos. 
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4.5.2.- Implante in vitro de células madre mesenquimales en lesiones condrales 
Con el objeto de valorar la capacidad autorreparativa del cartílago, un grupo de 
muestras (grupo control) no recibió implante de CMM. En otro grupo de muestras 
(grupo implante), se sembraron en cada defecto condral 2x105 células resuspendidas en 
5 µl de medio de cultivo. Todos los cilindros de cartílago fueron transferidos a una 
placa de 96 pocillos estéril (Costar Corning Incorporated, EEUU) (Fig. M.3). Tras 
permanecer en una estufa de cultivo a 37ºC y 5% CO2 durante 5 min, se centrifugaron a 
300 xg durante 8 min para favorecer la adherencia de las CMM a la superficie lesionada 
del cartílago. Las muestras de los grupos control e implante se cultivaron en medio de 
diferenciación condrogénico suplementado con TGF-β3 durante 4, 8, 12, 16 y 20 
semanas, a 37ºC en una atmósfera húmeda con 5% CO2. El medio de cultivo se renovó 
cada 3 ó 4 días. Todas las muestras se fijaron en formol neutro tamponado al 4% 
durante 24 h, se deshidrataron en una gradación creciente de alcoholes, se aclararon en 
xilol y se incluyeron en parafina. 
4.5.3.- Implante in vitro de células madre mesenquimales en cartílago artrósico 
Sobre cada superficie artrósica se sembraron 2x105 células resuspendidas en 5 µl 
de medio de cultivo. Todos los cilindros de cartílago fueron transferidos a una placa de 
96 pocillos estéril (Costar Corning Incorporated, EEUU). Tras permanecer en una 
estufa de cultivo a 37ºC y 5% CO2 durante 5 min, se centrifugaron a 300 xg durante 8 
min para favorecer la adherencia de las CMM a la superficie lesionada del cartílago. Las 
muestras de los grupos control e implante se cultivaron en medio de diferenciación 
condrogénico suplementado con TGF-β3 durante 4, 8, 12, 16 y 20 semanas, a 37ºC en 
una atmósfera húmeda con 5% CO2. El medio de cultivo se renovó cada 3 ó 4 días. 
Todas las muestras se fijaron en formol neutro tamponado al 4% durante 24 h, se 
deshidrataron en una gradación creciente de alcoholes, se aclararon en xilol y se 
incluyeron en parafina. 
4.6.- PROCESADO HISTOLÓGICO 
Las muestras incluidas en el estudio de la localización de células con marcadores 
mesenquimales se congelaron en medio OCT Compound (Sakura Finetek, EEUU) por 
inmersión en isopentano (VWR Prolabo, Francia) enfriado con nitrógeno líquido 
(almacenamiento de las muestras a -80ºC). Posteriormente, se obtuvieron secciones de 4 
µm en un criostato (Leica; Wetzlar, Alemania) sobre portaobjetos Superfrost® Plus 
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slides (Menzel-Glaser, Braunschweig, Alemania), se fijaron en acetona fría (VWR 
Prolabo, Francia) durante 10 min a 4ºC y se realizaron técnicas de inmunofluorescencia. 
De las muestras incluidas en parafina (micromasas e implantes de CMM en 
cartílago articular), se obtuvieron secciones de 4 µm de espesor en un microtomo de 
rotación (Leica RM2155; Wetzlar, Alemania). Para su desparafinado, las secciones se 
mantuvieron en estufa 10 min a 60ºC y luego se trataron con xilol (dos lavados de 5 
min) (Panreac Química S.A., España). Posteriormente, las secciones se rehidrataron con 
una concentración decreciente de alcoholes (alcohol 100º: dos lavados de 5 min; alcohol 
de 96º: dos lavados de 5 min), terminando en agua destilada (10 min). 
Las muestras (células en cultivo) obtenidas de la diferenciación adipogénica y 
osteogénica fueron fijadas con paraformaldehído 4% (Panreac Química S.A., España), 





Esta tinción permite valorar la estructura y morfología general de los tejidos. La 
eosina es un colorante ácido, de modo que tiñe estructuras catiónicas del citoplasma y la 
MEC. La hematoxilina es un colorante básico, de modo que tiñe estructuras aniónicas 
(núcleo celular).   
Reactivos: 
- Eosina 0,7‰ (Merck, Alemania) en agua destilada. 
- Hematoxilina de Harris (Panreac Química S.A., España). 
Procedimiento:  
- Hematoxilina de Harris 5 min. 
- Agua destilada 5 min. 
- Agua corriente (para que la tinción vire). 
- Eosina 1 min. 
- Alcohol de 96º y 100º (lavados breves, para evitar la pérdida de eosina). 
- Xilol 10 min. 
- Montaje en DePeX (BHD VWR Internacional LTD, Inglaterra). 
Resultados: Los núcleos se tiñen de azul y los citoplasmas de rosa. 
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4.7.2.- Tricrómico de Masson 
Todas las coloraciones tricrómicas tiñen las fibras de colágeno. Estas fibras 
tienen afinidad por los colorantes ácidos debido a su riqueza en grupos catiónicos 
dependientes de los aminoácidos que componen las cadenas polipeptídicas (lis-arg-his, 
que son básicos). 
Las tinciones tricrómicas contienen diferentes tipos de colorantes:  
1. Colorantes nucleares (generalmente, hematoxilina férrica). 
2. Colorantes citoplasmáticos (en disolución finamente dispersa). 
3. Colorantes del conjuntivo (en disolución coloidal). 
Otro factor importante a la hora de definir estas coloraciones es el valor del pH 
al que se utilizan los colorantes. Estos colorantes tienen mayor apetencia por las fibras 
de colágeno en un medio fuertemente ácido, de aproximadamente un pH 1,5. A pH 
mayores, la coloración es difusa e incompleta.  
El ácido fosfotúngstico (y fosfomolíbdico) actúan como mordientes. Estos 
ácidos bloquean selectivamente los residuos básicos de los tejidos con la excepción de 
los residuos fuertemente básicos, es decir, catiónicos del colágeno, donde luego se 
unirán los radicales aniónicos de los colorantes. 
Reactivos: 
- Solución de alumbre férrico:  
o Sulfato amónico férrico (MERCK, Alemania) al 5% en agua 
destilada. 
- Solución de hematoxilina de Weigert: 
o Solución A: 1 g hematoxilina férrica (Fluka, España) en 100 ml 
alcohol absoluto. Maduración de 7 días. 
o Solución B: 4 ml cloruro férrico (MERCK, Alemania) al 20% en 
95 ml agua destilada, además de 1 ml de ácido clorhídrico 
(Panreac Química S.A., España). 
o SOLUCIÓN DE TRABAJO: Mezclar las soluciones A y B a 
partes iguales. 
- Solución de ácido pícrico: 
o Ácido pícrico (Panreac Química S.A., España) a saturación en 
alcohol de 96º y filtrar. 
- Solución fucsina de Ponceau: 
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o Solución A: 0,5 g fucsina ácida (MERCK, Alemania) y 1 ml 
ácido acético (Panreac Química S.A., España). Enrasar con agua 
destilada hasta 1000 ml. 
o Solución B: 1 g Ponceau (MERCK, Alemania) y 1 ml ácido 
acético. Enrasar con agua destilada hasta 1000 ml. 
o SOLUCIÓN DE TRABAJO: Mezclar 700 ml de la solución A y 
450 ml de B. 
- Ácido fosfomolíbdico (MERCK, Alemania) al 1%. 
- Solución de azul de anilina: ácido acético al 2,5% y azul de anilina 
(MERCK, Alemania) a saturación. 
Procedimiento: 
- Hematoxilina de Harris (MERCK, Alemania) 10 min. 
- Enjuagar en ácido clorhídrico al 1% en alcohol de 95º. 
- Lavar en alcohol amoniacal. 
- Fucsina de Ponceau 8 min. 
- Lavar dos veces en ácido fosfomolíbdico al 1%  5 min, cada uno. 
- Azul de anilina 8 min.  
- Lavar en agua. 
- Deshidratar, aclarar y montar. 
Resultados.- El colágeno adquiere un color azul intenso. El tejido conjuntivo 
presenta color verde, el tejido muscular de verde a pardo, los eritrocitos de color 
rojizo, los núcleos de azul a negro y el citoplasma y las fibras musculares, rosa. 
4.7.3.- Safranina O 
La safranina O es un colorante catiónico que está indicado para determinar la 
presencia de glucosaminoglicanos sulfatados (tales como el condroitín y el queratán 
sulfato). La muestra adquiere distintas tonalidades de rojo, de modo que la intensidad de 
la tinción de safranina O es directamente proporcional al contenido de proteoglicanos. 
No obstante, esta relación estequiométrica se ve alterada cuando se combina con otros 
colorantes, tal como ocurre en la tinción safranina O / Fast Green FCF (Bulstra et al., 
1993) o en procesos patológicos en los que se produce la pérdida de proteoglicanos 
(Camplejohn y Allard, 1988). Así, el contenido excesivamente bajo de proteoglicanos 
puede no ser detectado con safranina O, pero sí con anticuerpos monoclonales 
(Camplejohn y Allard, 1988). 
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Reactivos: 
- Ácido acético al 1%:  
o 1 ml de ácido acético glacial en 99 ml de agua destilada. 
- Solución de Safranina O al 0,1%:  
o 0,1 g de Safranina O (SIGMA, EEUU) en 100 ml de ácido 
acético glacial. 
- Solución de hematoxilina férrica de Weighert (MERCK, Alemania). 
Procedimiento: 
- Hematoxilina férrica de Weighert 7 min. 
- Lavar en agua destilada 5 min. 
- Safranina O 15 min. 
- Deshidratar, aclarar y montar con DePeX. 
Resultados.- Los núcleos se tiñen de negro y la MEC del cartílago de tonalidad 
naranja a roja (en función del contenido de proteoglicanos). 
4.7.4.- Azul de toluidina 
El azul de toluidina es un colorante nuclear metacromático básico. La 
metacromasia consiste en que ciertos colorantes en suspensión presentan un 
determinado color y éste cambia cuando las moléculas se ordenan al teñir estructuras 
concretas. Así, el azul de toluidina cambia su color azul por un color rojizo al contactar 
con los proteoglicanos, estructuras ricas en lugares aniónicos de la MEC. Sin embargo, 
los núcleos y los citoplasmas adquieren la propia tonalidad del colorante (ortocromasia), 
siendo azules. 
Reactivos: 
- Tampón acetato a pH 4,2. 
o Solución A: 2,7 g de acetato de sodio (Merck, Alemania) en 100 
ml de agua destilada. 
o Solución B: ácido acético 0,5 M (1,1 ml en 100 ml de agua 
destilada). 
o SOLUCIÓN DE TRABAJO: Mezclar 30 ml de solución A (pH 
4,2) con 90 ml de solución B. 
- Solución al 0,2% de azul de toluidina (MERCK, Alemania) en tampón a 
pH 4,2. 
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- Solución acuosa al 4% de molibdato de amonio (Panreac Química S.A., 
España). 
Procedimiento: 
- Azul de toluidina 30 min. 
- Lavar en agua destilada 5 min. 
- Contrateñir con hematoxilina 5 min. 
- Deshidratar, aclarar y montar con DePeX. 
Resultados.- Los elementos de carácter metacromático presentaron tonalidades 
entre rojo y púrpura, los fondos y núcleos eran azules, evidenciando la presencia 
de proteoglicanos.  
4.7.5.- Azul alcián 
El azul alcián es un colorante básico que se une a los grupos ácidos de los 
mucopolisácaridos ácidos dando lugar a la formación de un compuesto salino entre 
ambos, sobre todo cuando el pH es suficientemente ácido. A un pH aproximado de 2,5 
el azul alcián colorea los mucopolisacáridos ácidos, es decir, los sulfatados y los no 
sulfatados. A un pH aproximado de 1, colorea sólo los mucopolisacáridos sulfatados. A 
un pH aproximado de 0,5 colorea los mucopolisacáridos ácidos sulfatados más 
ionizables. Cuando utilizamos azul alcián a pH de 2,5 se tiñen todos los 
mucopolisacáridos ácidos. 
Reactivos: 
- Solución de azul alcián: 1 g de azul alcián (Applichem, Alemania) en 97 
ml de agua destilada, además de 3 ml de ácido acético glacial. 
- Ácido sulfuroso: 5 ml de ácido clorhídrico normal en 100 ml de agua 
destilada, además de 6 ml de metabisulfito sódico (Merck, Alemania) al 
10%. 
- Agua sulfurosa: 5 ml de bisulfito sódico (Merck, Alemania) al 10% en 90 
ml de agua destilada, además de 5 ml de ácido clorhídrico normal. 
Procedimiento: 
- Azul alcián 30 min. 
- Lavar en agua destilada 5 min. 
- Contrateñir con hematoxilina 5 min. 
- Deshidratar, aclarar y montar con DePeX. 
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Resultados.- La matriz celular presentó tonalidades azules evidenciando la 
presencia de proteoglicanos. Los núcleos se observaron en tonos violáceos. 
4.7.6.- Rojo alizarina 
Reactivo: 
- Solución de rojo alizarina: 2g de rojo alizarina (Sigma, EEUU) por cada 
100 ml de agua destilada, pH entre 4,1 y 4,3. 
Procedimiento: 
- Lavar con PBS 1X frío dos veces. 
- Fijar las células con paraformaldehído 4% en PBS durante 10 min. 
- Lavar con PBS 1X. 
- Rojo alizarina 5 min. 
- Equilibrar en frío con PBS 1X. 
- Montar con Glycergel (Dako Cytomation, EEUU). 
Resultados.- Los depósitos cálcicos se observaron en tonos rojizos. 
4.7.7.- Oil Red O (1-[2,5-dimetil-4-(2,5-dimetilfenilazo)fenilazo]-2-naftol) 
El oil red O, es un colorante que tiñe lípidos homofásicos que son aquellos que 
se encuentran en estado puro y son de carácter neutro, precisamente por ello, están 
concentrados en un territorio particular de la célula, por ejemplo, una gota de grasa en el 
citoplasma de una célula. 
Reactivos: 
- SOLUCIÓN STOCK: 100 ml alcohol isopropílico 60% (60 ml de 2-
propanol (Panreac Química S.A., España) y 40 ml de agua destilada) y 
0,5 g oil red O (Sigma-Aldrich, EEUU).                                              
- SOLUCIÓN DE TRABAJO: 60 ml solución stock y 40 ml de agua 
destilada. Preparar un baño a 56 ºC. Dejar reposar la solución de trabajo 
durante 10 min. Luego filtrarla dentro del baño. 
Procedimiento: 
- Fijar las células con paraformaldehído 4% en PBS 1X a 4ºC 10 min. 
- Cubrir y retirar las células con alcohol isopropílico al 60%. 
- Oil red O 20 min. 
- Alcohol isopropílico 60% (lavado breve con suave agitación). 
- Lavar con agua destilada. 
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- Hematoxilina de Harris 5 min. 
- Lavar en agua destilada 5 min. 
- Agua del grifo 5 min para que el color vire. 
- Montar con Glycergel. 
Resultados.- Los depósitos lipídicos presentaron tonalidades rojizas intensas. 






4.8.1.- Tinciones inmunoenzimáticas 
Las secciones de tejido se tiñeron con anticuerpos monoclonales para colágeno 
tipo I (Chemicon, Australia) y II (1eomarker, EEUU), la subunidad β1 de la integrina 
(ABCAM, Inglaterra), los GAG condroitín sulfato 4 (IC1 Biomedicals, Inc., España) y 
queratán sulfato (Seikagaku America, Japón) (Tabla M.2). 
Los controles negativos no fueron tratados con los anticuerpos primario o 
secundario.  
El kit de detección empleado para detectar la reacción antígeno-anticuerpo fue 
peroxidase/DAB ChemMateTM DAKO EnVisionTM (Dako Cytomation, EEUU). 
Debido a que el cartílago sembrado está incluido en parafina, hay que proceder a 
la desparafinación de los cortes de tejido y su posterior hidratación.  
Procedimiento: 
- Lavar en PBS 1X, 5 min. 
- Pretratamiento enzimático para la exposición de epítopos (Tabla M.2).   
- Incubar con el inhibidor de la actividad peroxidasa endógena (Dako 
Cytomation, EEUU) 5 min. 
- Lavar en PBS 1X, 10 min. 
- Incubar con el anticuerpo primario 1 h a T amb o toda la noche a 4ºC 
(para Col I, II, condroitín sulfato, etc).  
- Lavar tres veces en PBS 1X, 10 min cada uno.  
- Incubar con el anticuerpo secundario (Peroxidase/DAB ChemMateTM 
DAKO EnVision
TM
 Detection Kit) 1 h a T amb. 
- Lavar tres veces en PBS 1X, 10 min, cada uno. 
- Revelar la reacción con 3,3’-diaminobenzidina tetrahidroclorada (DAB, 
1:50; Dako Cytomation, EEUU). 
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- Lavar en agua destilada. 
- Hematoxilina de Harris 2 min.  
- Lavar en agua destilada. 
- Deshidratar en baños de gradación creciente de alcoholes. 
- Aclarar en xilol y montar en DePeX. 
 




Colágeno tipo I COL-1 1:500 Proteinasa K Abcam 
Colágeno tipo II COL-2 1:20 Proteinasa K Bionova 
Integrina (subunidad β1) 4B7R 1:100 Proteinasa K Abcam 
Condroitín-4-sulfato 2B6 1:20 condroitinasa ABC IC1 Biomedicals, 
Inc. 
Queratán sulfato 5D4 1:200 condroitinasa ABC Seikagaku America 
 
Tabla M.2.- Anticuerpos utilizados para la inmunohistoquímica tanto de micromasas 
como de las distintas reparaciones. En esta tabla se pueden observar los distintos anticuerpos 
utilizados con sus clones, diluciones, pretratamientos enzimáticos y casas comerciales. 
4.8.2.- Tinciones inmunofluorescentes 
Las secciones congeladas se fijaron en acetona a 4ºC durante 10 min. Los 
anticuerpos monoclonales utilizados fueron CD44, CD90, CD105 y CD271. 
Todas las incubaciones fueron de 30 min a T amb y en oscuridad. Entre cada 
incubación, se realizaron lavados con PBS. Los controles negativos carecían de 
anticuerpo primario y solo se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con 
FITC o PE.  
Para la doble inmunofluorescencia de CD44/CD105 o CD90/CD105, las 
secciones fueron incubadas primero con el anticuerpo monoclonal anti-humano CD105 
FITC (dilución 1:10; SEROTEC, Alemania). Después fueron incubadas con el 
anticuerpo ratón anti-humano CD44 (1:100; BD Pharmingen, EEUU) o ratón anti-
humano CD90 (1:400; BD Pharmingen, EEUU) y finalmente con el anticuerpo cabra 
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anti-ratón Inmunoglobulinas-RPE (1:20; BD Pharmingen, EEUU) (Tabla M.3). La 
inmunorreactividad del CD105 se observó de color verde y la del CD44 y CD90 roja. 
Para la doble inmunofluorescencia de CD44/CD90, las secciones fueron 
incubadas primero con el anticuerpo ratón anti-humano CD44 FITC. Después de la 
incubación con el anticuerpo conejo anti-ratón Inmunoglobulinas-FITC (1:10; BD 
Pharmingen, EEUU), se incubaron con el anticuerpo anti-humano CD90. Finalmente, 
las secciones fueron incubadas con cabra anti-ratón inmunoglobulinas-RPE (1:20; BD 
Pharmingen, EEUU) (Tabla M.3). La inmunorreactividad del CD44 era verde y del 
CD90 roja. 
Para la doble inmunofluorescencia de CD44/CD271 y CD90/CD271, las 
secciones fueron incubadas primero con el anticuerpo ratón anti-humano CD44 o el 
anticuerpo anti-humano CD90 y después, la incubación con el anticuerpo conejo anti-
ratón Inmunoglobulinas-FITC. En el caso de la doble inmunofluorescencia de 
CD105/CD271, las secciones fueron incubadas primero y directamente con el 
anticuerpo CD105-FITC (1:10). En segundo lugar y finalmente, las secciones fueron 
incubadas con el anticuerpo ratón anti-humano CD271 (1:1000; Sigma) y después con 
cabra anti-ratón inmunoglobulinas-RPE. 
Los núcleos se contratiñeron con DAPI (100 ng/ml, 20 min; Biochemika Fluka, 
Alemania). Las secciones en los portaobjetos fueron montadas en Glycergel. 
 
Especificidad Clon Dilución Casa Comercial 





Mouse anti-human CD90 
(Thy-1) 
5E10 1:400 BD Pharmingen 
Mouse anti-human CD105-
FITC 
MCA1557F 1:10 Serotec  
Mouse anti-human CD271 ME20.4 1:1000 Sigma 
Rabbit anti-mouse 
Immunoglobulin-FITC 
 1:10 Dako 
Goat anti-mouse 
Immunoglobulin-RPE 
 1:20 Dako 
 
Tabla M.3.- Anticuerpos utilizados para la inmunofluorescencia tanto de la membrana 
sinovial como del tejido de reparación espontánea. En esta tabla se pueden observar los 
distintos anticuerpos utilizados con sus clones, diluciones y casas comerciales. 
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4.9.- MORFOMETRÍA 
4.9.1.- Análisis morfométrico del tejido de reparación 
Las muestras se analizaron con el programa informático de AnalySISD de 
Imagen de Olympus (Olympus, Alemania). Para la valoración del tejido de reparación 
de los defectos condrales se utilizó un sistema de contaje histológico semicuantitativo. 
El porcentaje de reparación en cada sección se calculó mediante la fórmula: 
                                          










ATR= Área del Tejido de Reparación 
                                                                          ADC= Área del Defecto Condral 
 
Los resultados se expresaron como la media ± desviación típica. Se analizaron 3 
experimentos diferentes con 6 muestras para cada tiempo (18 muestras por cada 
tiempo). El análisis entre los dos grupos se realizó mediante la U-Mann Whitney de dos 
colas o el test de Student. Las diferencias se consideraron significativas cuando la 
p<0,05. 
4.9.2.- Análisis cuantitativo del marcaje celular fluorescente en membrana sinovial 
y tejido de reparación espontánea 
De cada muestra, se analizaron 5 secciones consecutivas en un microscopio de 
fluorescencia (Olympus BX61) conectado a una cámara digital (Olympus DP70). Se 
tomaron imágenes de 4 campos en cada sección y se cuantificaron independientemente 
las células teñidas con DAPI y las células con marcaje simple (CD44, CD90, CD105 o 
CD271) y doble (CD44/90, CD44/105, CD90/105, CD44/271, CD90/271 o CD105/271) 
inmunofluorescencia. En cada muestra, el porcentaje de células positivas para un 
antígeno se calculó dividiendo el número de células expresando dicho antígeno por el 
número de células teñidas con DAPI; y el porcentaje de células expresando 
simultáneamente dos antígenos se calculó dividiendo el número de células positivas 
para ambos antígenos por el número de células teñidas con DAPI. Así, los resultados 
representaron diferentes análisis de la expresión de dos antígenos de membrana celular a 
un mismo tiempo. 
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La asociación de la expresión de dos antígenos indica el porcentaje de células 
positivas para un antígeno que también son positivas para el otro antígeno. Esta 
asociación se calcula mediante la fórmula: dados dos antígenos, A y B, la asociación de 
la expresión del antígeno A con la expresión del antígeno B se calcula dividiendo el 
porcentaje de células que coexpresan ambos antígenos por el porcentaje de células que 
expresan el antígeno A. 
 En cada muestra, se contaron al menos 2x103 células y se calcularon los 
porcentajes de las células fluorescentes. Los resultados se mostraron como la media ± 









CD105 CD106 CD117 CD166
5.1.- CARACTERIZACIÓ DE LAS CÉLULAS MADRE MESEQUIMALES 
AISLADAS DE CADA UA DE LAS FUETES TISULARES 
5.1.1.- Células madre mesenquimales aisladas de médula ósea 
5.1.1.1.- Caracterización fenotípica.- La caracterización fenotípica de las células 
aisladas de médula ósea evidenció la expresión de receptores celulares típicamente 
descritos para las CMM (Fig. R.1). Así, dichas células resultaron negativas para los 
antígenos típicamente hematopoyéticos CD34 y CD45, además de para CD69 
(0,06%±0,07) y CD106 (3,88%±3,62). Mientras que mostraron positividad para los 
antígenos CD29 (58,74%±27,34), CD44 (89,14%±13,65), CD73 (61,47%±23,6), CD90 
(97,64%±2,42) y CD105 (26,29%±23,85). El porcentaje de células positivas fue bajo 
































Fig. R.1.- Caracterización por citometría de flujo de la población celular aislada de 
médula ósea. a) Esquema representativo de la población celular aislada de médula ósea donde 
la línea verde representa el control negativo (isotipo) y el histograma violáceo la expresión del 
marcador a estudio en la población celular. b) Gráfico de barras representativo del análisis 
cuantitativo de las células aisladas de médula ósea que expresan un marcador. Los resultados se 
expresan como media ± desviación típica. 
5.1.1.2.- Diferenciación celular.- Las células obtenidas de médula ósea se sometieron a 
los experimentos de diferenciación, observándose su capacidad condrogénica, 


















Fig. R.2.- Diferenciación adipogénica y osteogénica de células aisladas de médula ósea. a y 
b) Tinción oil red O demostrando la presencia/ausencia de vacuolas lipídicas en células 
cultivadas en medio de diferenciación adipogénica. a) Control negativo en el que las células son 
cultivadas en ausencia de factores de diferenciación adipogénica. b) Células diferenciadas con 
presencia de dichas vacuolas. c y d) Tinción de rojo alizarina demostrando la presencia/ausencia 
de depósitos de calcio en células cultivadas en medio de diferenciación osteogénica. c) Control 
negativo en el que las células son cultivadas en ausencia de factores de diferenciación 

























































Tras su cultivo en medio adipogénico, la mayor parte de las células desarrollaron 
vacuolas lipídicas, un indicador de diferenciación adipogénica (Fig. R.2, a y b). La 
diferenciación osteogénica se evidenció, tras el cultivo en medio osteogénico, por la 
presencia de depósitos de calcio en prácticamente todas las células (Fig. R.2, c y d). 
La condrogénesis se confirmó tanto por la presencia de PG, revelada por la 
tinción de la MEC con safranina O, como de colágeno tipo II (Fig. R.3). La MEC 
resultaba densa y compacta, y apenas mostraba tinción para el colágeno tipo I. Además, 
en algunas micromasas, se observaban cavidades que recordaban a las lagunas 













Fig. R.3.- Diferenciación condrogénica de las células aisladas de médula ósea. a) Tinción de 
hematoxilina-eosina de una micromasa, donde se puede observar la morfología celular 
redondeada con apariencia condrocítica. La MEC muestra cavidades que recuerdan a las 
lagunas del cartílago. b) Tinción de safranina O, mostrando la presencia de PG. c) Tinción de 
colágeno tipo I. d) Tinción de colágeno tipo II. (Barra a = ~ 100µm; barra b = ~ 200µm; barras 
c y d = ~ 50µm). 
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5.1.2.- Células madre mesenquimales aisladas de membrana sinovial 
5.1.2.1.- Caracterización fenotípica.- La caracterización fenotípica, mediante el 
análisis FACS, demostró que las células derivadas de membranas sinoviales artrósicas 
mostraban un patrón de expresión de receptores celulares similar al descrito para las 
CMM (Fig. R.4). Las células obtenidas de membrana sinovial artrósica resultaron 
negativas para los antígenos CD34 y CD45, además de para los antígenos CD69 
(0,31%±0,51) y CD106 (1,14%±1,9). Sin embargo, mostraron positividad para los 
antígenos CD29 (59,81%±35,53), CD44 (97,66%±2,05), CD73 (71,13%±14,99), CD90 
(82,68%±31,51), CD105 (28,93%±40,41) y CD117 (62,24%±47,16). En este caso, el 










Fig. R.4.- Esquema representativo de la caracterización por citometría de flujo de la 
población celular aislada de membrana sinovial. Gráficos de barras representativos del 
análisis cuantitativo de células aisladas de membrana sinovial que expresan un marcador. Los 
resultados se expresan como media ± desviación típica. 
5.1.2.2.- Diferenciación celular.- Las células obtenidas de membrana sinovial se 
cultivaron en distintos medios de diferenciación, observándose su capacidad 
condrogénica, adipogénica y osteogénica.  
Tras el cultivo en medio adipogénico, estas células desarrollaron vacuolas 
lipídicas en el citoplasma, un indicador de diferenciación adipogénica (Fig. R.5, a). Tras 
el cultivo en medio de diferenciación osteogénica, se observaron depósitos de calcio 






























































Fig. R.5.- Diferenciación adipogénica y osteogénica de células aisladas de membrana 
sinovial. a) Tinción de oil red O demostrando la presencia de vacuolas lipídicas en células 
cultivadas en medio de diferenciación adipogénico. b) Tinción de rojo alizarina demostrando la 
presencia de depósitos de calcio en células cultivadas en medio de diferenciación osteogénica. 
(Barras a y b = ~ 200µm). 
Las micromasas se testaron para la presencia de marcadores característicos de 
cartílago hialino, tales como PG, realizados tanto mediante tinciones histológicas (por 
ejemplo, azul alcián en Fig. R.6, b) como inmunohistoquímicas (colágeno tipo II en Fig. 
























Fig. R.6.- Diferenciación condrogénica de las células aisladas de membrana sinovial. La 
tinción de hematoxilina-eosina mostró una MEC densa con cierta tendencia a un aspecto hialino 
(a), una tinción moderada para PG con el azul alcián (b), GAG como el queratán sulfato (c) y 
colágeno tipo II (d). (Barras a y d = ~ 50µm; barra b = ~ 100µm; barra c = ~ 200µm). 
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Las micromasas estaban formadas por una MEC densa que mostraba cierta 
tendencia a un aspecto hialino. Además, mostraron una tinción moderada para el azul 
alcián, en tanto que la inmunodetección de queratán sulfato (un GAG que forma parte 
de la molécula de agrecano) resultó claramente positiva (Fig. R.6, c). Aunque se 
observó tinción para colágeno tipo I (imagen no mostrada), también se detectó 
inmunohistoquímicamente la presencia de colágeno tipo II (Fig. R.6, d). 
5.1.3.- Células madre mesenquimales aisladas de líquido sinovial 
5.1.3.1.- Caracterización fenotípica.- El análisis FACS demostró que las células 
derivadas de líquido sinovial mostraban un patrón de expresión de receptores celulares 
similar al descrito para las CMM de médula ósea (Fig. R.7). Dichas células resultaron 
negativas para los antígenos CD34, CD45 y CD69 (0,1%±0,39), pero es importante 
resaltar la presencia en un porcentaje más elevado de lo normal, en comparación con el 
resto de tipos celulares, de CD45 (8,88%±21,51) en este tipo celular. Mientras que 
mostraron positividad para los antígenos CD44 (95,4%±4,2), CD73 (51,72%±38,92), 
CD90 (61,78%±34,25) y para el antígeno CD29 (31,15%±29,28). Siendo también 
positivas para los antígenos CD117 (47,78%±27,55), CD105 (30,91%±31,41) y CD166 
(10,63%±25,19). Es importante resaltar la presencia del anticuerpo CD106 










Fig. R.7.- Esquema representativo de la caracterización por citometría de flujo de la 
población celular aislada de líquido sinovial. Gráficos de barras representativos del análisis 
cuantitativo de células aisladas de líquido sinovial que expresan un marcador. Los resultados se 





















































5.1.3.2.- Diferenciación celular.- Las células obtenidas de líquido sinovial se 
sometieron a los experimentos de diferenciación, observándose su capacidad 
condrogénica, adipogénica y osteogénica. 
Las diferenciaciones adipogénica y osteogénica se evidenciaron por la presencia 
de vacuolas lipídicas y depósitos cálcicos, respectivamente, tras el cultivo de las células 
en medio de diferenciación adipogénica u osteogénica (imágenes no mostradas). 
Mediante la formación de micromasas, se valoró la condrogénesis de este tipo celular 
(Fig. R.8). Las micromasas consistían de un estrato superficial fibroso y una zona 
interna con aspecto similar al tejido hialino, con cavidades que contenían a una célula 
de forma redondeada. Además, se observó la presencia de proteoglicanos, revelada por 
diferentes tinciones histológicas. No obstante, también se detectó la presencia de 















Fig. R.8.- Diferenciación condrogénica de células aisladas del líquido sinovial. Las tinciones 
de azul de toluidina (a), azul alcián (b) y safranina O (c) demuestran la presencia de PG. La 
MEC presenta cavidades que contienen células de aspecto redondeado (b), con cierta tendencia 
hacia una apariencia hialina. No obstante, la MEC muestra tinción para colágeno tipo I (d). 
(Barras a, c y d = ~ 200µm; barra b = ~ 100µm). 
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5.1.4.- Células madre mesenquimales aisladas de músculo esquelético 
5.1.4.1.- Caracterización fenotípica.- La caracterización fenotípica mediante 
citometría de flujo de las células aisladas del tejido muscular mostró un patrón de 
expresión de receptores celulares similar al descrito para las CMM (Fig. R.9). 
Presentando estas células los antígenos CD29 (60,45%±32,47), CD44 (92,24%±8,26), 
CD73 (39,94%±24,6), CD90 (95,99%±2,47), CD105 (40,48%±34,04), CD117 
(33,92%±30,27) y CD166 (11,76%±11,19). Mientras estaban ausentes los antígenos 
típicamente negativos como son CD34 y CD45, además de CD69 y CD106 









Fig. R.9.- Esquema representativo de la caracterización por citometría de flujo de la 
población celular aislada de músculo esquelético. Gráficos de barras representativos del 
análisis cuantitativo de células aisladas de músculo esquelético que expresan un marcador. Los 
resultados se expresan como media ± desviación típica. 
5.1.4.2.- Diferenciación celular.- Las células aisladas de músculo esquelético se 
sometieron a los experimentos de diferenciación, observándose su capacidad 
condrogénica, adipogénica y osteogénica. 
Las diferenciaciones adipogénica y osteogénica se confirmaron, 
respectivamente, mediante la observación de vacuolas lipídicas y de depósitos de calcio, 
tras el cultivo de las células en medio adipogénico y osteogénico (imágenes no 
mostradas). En ambos casos, la diferenciación afectaba alrededor del 90% de las células 
del cultivo.  
La diferenciación condrogénica en micromasas se confirmó por la presencia de 
PG (mediante tinciones histológicas de azul alcián y safranina O; Fig. R.10, a y c) y 





















































En algunas micromasas se observó la presencia de dos estratos celulares 
perfectamente diferenciados. La zona más externa de la micromasa (en contacto directo 
con el medio de cultivo) estaba formada por células de aspecto fibroblástico, paralelas a 
la superficie. La zona más interna presentó un aspecto mucho más compacto, con zonas 















Fig. R.10.- Diferenciación condrogénica de células musculares. a) La tinción de safranina O 
evidenció la presencia de PG en las micromasas. b) La tinción de hematoxilina-eosina muestra 
una morfología celular redondeada con apariencia condrocítica. c) Con la tinción de azul alcián 
podemos observar la estructura de la micromasa, estructurada en dos estratos: uno exterior y 
más fibroblástico, y otro interior con apariencia más hialina. d) Mediante inmunohistoquímica, 
comprobamos la presencia de colágeno tipo II. (Barra a = ~ 200µm; barra b = ~ 100µm; barras c 
y d = ~ 50µm). 








5.2.- MODELO DE REPARACIÓ DE CARTÍLAGO ARTICULAR 
5.2.1.- Modelo in vitro 
5.2.1.1.- Características de las lesiones focales del cartílago articular que afectan a 
la reparación in vitro.- La lesión realizada, con la ayuda de fresas odontológicas, en la 
superficie articular de los explantes de cartílago articular sano produce una cavidad 
semicircular (Fig. R.11, a), en la que se realiza el sembrado de células.  
El borde del cartílago lesionado es muy irregular, con depresiones que favorecen 
la decantación celular. 
Como consecuencia del propio movimiento rotatorio de la fresa odontológica, en 











Fig. R.11.- Descripción del defecto focal en cartílago articular. El defecto, de forma 
semicircular, presenta una superficie irregular de aspecto fibrilar (a). En ocasiones, se forman 
esquirlas de cartílago (flechas) que llegan a quedar incluidas en el tejido de reparación (b). Con 
tinciones demostrativas de PG (c), se observa que la banda de cartílago articular que limita con 
el borde de la lesión presenta pérdida de PG. a y b) Tricrómico de Masson y c) safranina O. 
(Barra a = ~ 500µm; barra b = ~ 200µm; barra c = ~ 100µm). 
Tras la lesión y posterior puesta en cultivo, los cilindros de cartílago mostraban 
una banda de cartílago nativo adyacente al borde de la lesión, caracterizada por una 
menor intensidad de tinción para colorantes histológicos típicamente descritos para PG, 
tales como azul de toluidina, azul alcián y safranina O (Fig. R.11, c). Esta menor 
tinción, que evidencia la pérdida de PG, tuvo lugar tanto en los cilindros de cartílago del 
grupo control (sin implante de CMM) como en los del grupo implante (que recibieron el 




implante celular) y resultaba más evidente cuanto más prolongado era el tiempo de 
cultivo.  
5.2.1.2.- Características de las lesiones degenerativas del cartílago articular que 
afectan a la reparación in vitro.- El cartílago artrósico se caracteriza por presentar una 
superficie irregular, fragmentada (presencia de fisuras de diferente consideración) y 
fibrilada (Fig. R.12, b). La MEC experimenta la pérdida de PG y de la estructura de la 












Fig. R.12.- Características morfológicas del cartílago articular artrósico. En la imagen de 
la izquierda (a) se puede apreciar la morfología e histología de un cartílago sano. En la imagen 
de la derecha (b), observamos un cartílago típicamente artrósico en el que podemos apreciar la 
pérdida de estructura del cartílago, con fibrilación de la superficie del mismo. Tinciones de 
tricrómico de Masson. (Barras a y b = ~ 200µm). 
En este contexto tiene lugar un intento fracasado de respuesta reparativa que 
consiste en la formación, en los bordes de la lesión del cartílago, de un escaso tejido de 
reparación. Este tejido, de elevada densidad celular, presenta una MEC fibrosa y poco 
estructurada que contiene abundantes células de aspecto fibroblástico. Además, en las 









5.2.2.- Reparación de lesiones condrales de cartílago articular in vitro 
5.2.2.1.- Reparación de lesiones condrales con células madre mesenquimales 
aisladas de médula ósea.- El implante in vitro de CMM aisladas de médula ósea en 
defectos focales practicados en cartílago articular sano aportó una reparación fibrosa 
tras 8 semanas de cultivo (Fig. R.13, b y c).  
Aunque el tejido de reparación mostraba una buena integración con el cartílago 
nativo, su MEC resultaba laxa y no mostraba apetencia por colorantes específicos para 
PG. Las técnicas inmunohistoquímicas sólo evidenciaron la presencia de colágeno tipo 






Fig. R.13.- Reparación in vitro de defectos focales de cartílago articular tras el implante de 
células aisladas de médula ósea tras 8 semanas de cultivo. El tejido de reparación es fibroso, 
laxo y no se tiñe con colorantes específicos para PG (en este caso, azul de toluidina). a) 
Cartílago articular sano. b) Tejido de reparación fibroso y laxo ocupando el 71,19% ± 0,99 del 
defecto focal de cartílago articular. c) Detalle del tejido de reparación, mostrando la estructura 
fibrosa laxa de la MEC. (Barra a = ~ 100µm; barra b = ~ 500µm; barra c = ~ 200µm). 
Con tiempos de cultivo mayores, la calidad del tejido de reparación mejoraba 
significativamente. Así, tras 16 semanas de cultivo in vitro, el tejido de reparación 
llenaba más del 80% (88,24% ± 4,83) de la lesión (Fig. R.14, a) y mostraba una 
excelente integración con el cartílago articular subyacente, manifestada por la limitada 
separación entre ambos tejidos producida durante el proceso de corte para la obtención 
de secciones microscópicas. El límite entre ambos tejidos se observa sólo por la 
diferente estructura del tejido de reparación y el cartílago nativo, además de por la 
banda decolorada del cartílago nativo que está en contacto con el borde de la lesión y 
que corresponde a la pérdida de PG (Fig. R.14, b y Tabla R.1).   
 
















Fig. R.14.- Reparación in vitro de defectos focales de cartílago articular tras el implante de 
células aisladas de médula ósea tras 16 semanas de cultivo. Tinción de azul de toluidina. a) 
El tejido de reparación rellena el 88,24% ± 4,83 del defecto condral. b) La MEC del tejido de 
reparación se tiñe para azul de toluidina, indicando presencia de PG. La MEC tiene un aspecto 
poco fibroso y contiene células redondeadas que en ocasiones se encuentran en cavidades 
similares a lagunas condrocitarias. La banda de cartílago nativo que bordea la lesión aparece 
menos teñida, indicando pérdida de PG. (Barra a = ~ 500µm; barra b = ~ 100µm). 
 
PARÁMETROS  
Morfología del tejido  
(similar a cartílago hialino: 2; tejido fibroso: 1) 
1,5 
Llenado del defecto  
(75-100%: 3; 50-75%: 2; 25-50%: 1; 0-25%: 0) 
2,8 
Regularidad de la superficie  
(regular, lisa: 2; irregular: 1) 
1,7 
Celularidad  
(elevada: 2; normal: 1; baja: 0) 
1,0 
Integración  
(ambos bordes del implante bien integrados con el cartílago nativo: 2; un borde 
del implante bien integrado: 1; ningún borde del implante integrado: 0)  
1,7 
Morfología celular  
(similar a condrocito: 1; similar a fibroblasto: 0) 
0,5 
Tinción de matriz con safranina O  
(intensa: 3; normal: 2; moderada: 1; sin tinción: 0) 
1,0 
TOTAL 10,2 
Tabla R.1.- Análisis semicuantitativo de la reparación in vitro de defectos focales de 
cartílago articular humano con el implante de CMM de médula ósea. 
Además, el tejido de reparación contenía células de aspecto redondeado, que en 
ocasiones estaban localizadas en cavidades que recuerdan a las lagunas condrocitarias 





(Fig. R.14, b). La MEC se teñía para los colorantes de PG y tenía un aspecto poco 
fibroso. La superficie del tejido neoformado resultó ser lisa y uniforme.  
5.2.2.2.- Reparación de lesiones condrales con células madre mesenquimales 
aisladas de membrana sinovial.- El cultivo de cilindros de cartílago con defectos 
focales sin implante celular (grupo control) no aportó evidencia alguna de reparación. 
En cambio, tras el implante de CMM aisladas de membrana sinovial en defectos focales 











































Fig. R.15.- Reparación in vitro de defectos focales de cartílago articular tras el implante de 
células aisladas de membrana sinovial. a) Reparación fibrosa tras 4 semanas en cultivo, donde 
las células presentan un aspecto fibroblástico. b) Tejido de reparación tras 12 semanas de 
cultivo, con una MEC laxa, similar a la de tipo hialino. c y d) Tejido de reparación tras 8 
semanas en cultivo, con una MEC densa, similar a la de tipo hialino y con células de aspecto 
redondeado (c, cuadro ampliado). No muestra tinción con colorantes para PG (d). a-c) 
Hematoxilina-eosina y d) safranina O. (Barra a = ~ 100µm; barra b = ~ 200µm; barras c y d = ~ 
500µm). 
Este tejido, independientemente del tiempo de cultivo in vitro, resultaba en unos 
casos de tipo fibroso, compuesto por varios estratos de células de aspecto fibroblástico 
(Fig. R.15, a). En otros casos, consistía en un tejido de mayor calidad que o bien estaba 
formado por una MEC laxa y con baja densidad celular (Fig. R.15, b) o por una MEC 
densa con mayor similitud al tipo hialino y compuesto de varios estratos de células de 
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aspecto redondeado (Fig. R.15, c-d). Este último tejido mostraba una densidad celular 
superior a la del cartílago nativo, una superficie moderadamente regular y zonas con 
buena integración con el cartílago (Tabla R.2). 
Además, el estudio inmunohistoquímico (Fig. R.16) reveló una tinción intensa 
para colágeno tipo I y casi inexistente para colágeno tipo II. No obstante, las células del 
tejido neoformado expresaron la subunidad β1 de la integrina, un mediador en la unión 
de los condrocitos con proteínas de la MEC como el colágeno tipo II (Fig. R.16, c). Por 
otra parte, aunque no hubo tinción para la safranina O, indicando ausencia de PG, 
anticuerpos monoclonales revelaron la presencia de GAG constitutivos de la molécula 
de agrecano (Fig. R.16, d). 
 
PARÁMETROS  
Morfología del tejido  
(similar a cartílago hialino: 2; tejido fibroso: 1) 
1,0 
Llenado del defecto  
(75-100%: 3; 50-75%: 2; 25-50%: 1; 0-25%: 0) 
1,7 
Regularidad de la superficie  
(regular, lisa: 2; irregular: 1) 
1,2 
Celularidad  
(elevada: 2; normal: 1; baja: 0) 
1,4 
Integración  
(ambos bordes del implante bien integrados con el cartílago nativo: 2; un 
borde del implante bien integrado: 1; ningún borde del implante integrado: 0)  
1,0 
Morfología celular  
(similar a condrocito: 1; similar a fibroblasto: 0) 
0,2 
Tinción de matriz con safranina O  
(intensa: 3; normal: 2; moderada: 1; sin tinción: 0) 
0,0 
TOTAL 6,5 
Tabla R.2.- Análisis semicuantitativo de la reparación in vitro de defectos focales de 
cartílago articular humano con el implante de CMM de membrana sinovial. 
 
 















Fig. R.16.- Estudio inmunohistoquímico del tejido de reparación tras el implante de 
células aisladas de membrana sinovial. 8 semanas. a) Colágeno tipo I; b) colágeno tipo II, c) 
subunidad β1 de la integrina y d) condroitín-4-sulfato. (Barras a-d = ~ 50µm). 
5.2.2.3.- Reparación de lesiones condrales con células madre mesenquimales 
aisladas de líquido sinovial.- Tras el implante in vitro de CMM aisladas de líquido 
sinovial, se observó, a lo largo de todos los tiempos de cultivo, un tejido de reparación 
que consistía de varias capas celulares. En cambio, los cartílagos del grupo control (que 
no recibieron implante celular) no mostraron ninguna reparación en los distintos 
tiempos de cultivo.   
El tejido de reparación, independientemente del tiempo de cultivo in vitro, 
resultaba en unos casos de tipo fibroso, compuesto por varios estratos de células de 
aspecto fibroblástico (Fig. R.17, a y b). En otros casos, este tejido consistía de un estrato 
fibroso laxo superficial y un estrato fibroso profundo más denso, y con una apariencia 
entre fibrosa e hialina (Fig. R.17, c y d).  
 
 



























Fig. R.17.- Reparación in vitro de defectos focales de cartílago articular tras el implante de 
células aisladas de líquido sinovial. a y b) Reparación fibrosa, con MEC laxa y células de 
aspecto fibroblástico (b, cuadro de (a) ampliado). 12 semanas de cultivo. c y d) Reparación 
fibrosa-hialina intermedia. El -estrato superficial es tejido fibroso y el estrato profundo, en 
contacto con el cartílago nativo, es un tejido de calidad intermedia entre los tejidos fibroso e 
hialino (d, cuadro de (c) ampliado). 16 semanas de cultivo. e y f) Reparación fibrosa-hialina. El 
estrato superficial es tejido fibroso laxo y el estrato profundo, en contacto con el cartílago 
nativo, es un tejido de aspecto hialino, en el que se observan cavidades que recuerdan a las 
lagunas condrocitarias, ocupadas cada una por una célula (f, cuadro (e) ampliado). 16 semanas 
de cultivo. Azul de toluidina. g y h) Presencia de colágeno tipo II (g) y queratán sulfato (h) en la 
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En los casos de mayor calidad de la reparación, persistía el estrato fibroso laxo 
superficial, pero el estrato profundo consistía ya de una MEC similar al tipo hialino, con 
cavidades que recordaban a las lagunas condrocitarias, conteniendo cada cavidad una 
célula de aspecto redondeado (Fig. R.17, e y f).  Además, en este último caso, la MEC 
mostraba tinción para los colorantes indicativos de la presencia de PG y una buena 
integración con el cartílago nativo (Tabla R.3). No obstante, sí se observó la presencia 
de colágeno tipo II y queratán sulfato (Fig. R.17, g y h).  
 
PARÁMETROS  
Morfología del tejido  
(similar a cartílago hialino: 2; tejido fibroso: 1) 
1,2 
Llenado del defecto  
(75-100%: 3; 50-75%: 2; 25-50%: 1; 0-25%: 0) 
2,5 
Regularidad de la superficie  
(regular, lisa: 2; irregular: 1) 
1,5 
Celularidad  
(elevada: 2; normal: 1; baja: 0) 
1,0 
Integración  
(ambos bordes del implante bien integrados con el cartílago nativo: 2; un 
borde del implante bien integrado: 1; ningún borde del implante integrado: 0)  
1,7 
Morfología celular  
(similar a condrocito: 1; similar a fibroblasto: 0) 
0,3 
Tinción de matriz con safranina O  
(intensa: 3; normal: 2; moderada: 1; sin tinción: 0) 
0,0 
TOTAL 8,2 
Tabla R.3.- Análisis semicuantitativo de la reparación in vitro de defectos focales de 
cartílago articular humano con el implante de CMM de líquido sinovial. 
5.2.2.4.- Reparación de lesiones condrales con células madre mesenquimales 
aisladas de músculo esquelético.- Las reparaciones con CMM aisladas de músculo 
esquelético presentaron morfología variada, ya que aunque el porcentaje de casos de 
reparación fibrosa (MEC de aspecto fibroblástico) fue sensiblemente mayor (Fig. R.18, 
a-d), existieron casos con una morfología llamativamente similar a lo que podría ser un 
cartílago hialino (Fig. R.18, e y f).  































Fig. R.18.- Reparación in vitro de defectos focales de cartílago articular tras el implante de 
células aisladas de músculo esquelético. a y b) Tinción de azul alcián en una reparación a las 
4 semanas de cultivo de estructura fibrosa. c y d) En una reparación de 8 semanas de cultivo, 
mediante tinción con safranina O, se observa la casi prácticamente nula presencia de PG. e y f) 
El tejido de reparación formado tras 12 semanas de cultivo (azul de toluidina) presenta una 
calidad tisular mayor que en los casos anteriores. Las células semejan inmersas en lo que podría 
ser una laguna condrocitaria. Además, tanto la integración como la morfología de la MEC son 
muy buenas. (Barra a = ~ 1000µm; barras b y d = ~ 200µm; barras c y e = ~ 500µm; barra f = ~ 
50µm).  
La densidad celular es mucho más elevada en el tejido neoformado que en el 
nativo. Asimismo, el llenado de la lesión varió de ser casi total a parcial. Sin embargo, 
la superficie del tejido neoformado resultó ser bastante lisa y uniforme en todos los 
casos. La integración de ambos tejidos en la mayoría de los casos no fue buena, 
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distinguiéndose perfectamente ambos (Fig. R.18, a-d). En otros casos, la integración sí 
resultó ser muy buena (Fig. R.18, e y f). No se observó la presencia de una cantidad 
importante de PG (Fig. R.18, c y d) ni de colágeno tipo II en el tejido neoformado 
(imagen no mostrada) (Tabla R.4). 
 
PARÁMETROS  
Morfología del tejido  
(similar a cartílago hialino: 2; tejido fibroso: 1) 
1,5 
Llenado del defecto  
(75-100%: 3; 50-75%: 2; 25-50%: 1; 0-25%: 0) 
2,8 
Regularidad de la superficie  
(regular, lisa: 2; irregular: 1) 
1,7 
Celularidad  
(elevada: 2; normal: 1; baja: 0) 
1,0 
Integración  
(ambos bordes del implante bien integrados con el cartílago nativo: 2; un 
borde del implante bien integrado: 1; ningún borde del implante integrado: 0)  
1,6 
Morfología celular  
(similar a condrocito: 1; similar a fibroblasto: 0) 
0,5 
Tinción de matriz con safranina O  
(intensa: 3; normal: 2; moderada: 1; sin tinción: 0) 
0,2 
TOTAL 9,3 
Tabla R.4.- Análisis semicuantitativo de la reparación in vitro de defectos focales de 
cartílago articular humano con el implante de CMM de músculo esquelético. 
5.2.3.- Reparación de lesiones degenerativas del cartílago articular artrósico in 
vitro 
5.2.3.1.- Reparación de cartílago articular artrósico con células madre 
mesenquimales aisladas de médula ósea.- El implante in vitro de CMM aisladas de 
médula ósea sobre la superficie de cartílago articular artrósico aportó, a lo largo de 
todos los tiempos de cultivo, un tejido de reparación. Los explantes de cartílago del 
grupo control (sin implante celular) no mostraron ninguna reparación en los distintos 
tiempos de cultivo.   




En el grupo implante (con CMM procedentes de médula ósea), el tejido de 
reparación formado se caracterizaba por una estructura fibrosa, una mayor densidad 
celular que el cartílago nativo y la ausencia de tinción con colorantes con afinidad por 
los PG (Fig. R.19). La integración con el cartílago subyacente resultó excelente aunque, 
en ocasiones, se formó una separación entre ambos tejidos durante el procesamiento 
histológico de las muestras. A pesar de que el espesor del tejido formado no es muy 
elevado, permite rellenar la superficie irregular del cartílago artrósico y formar una 












Fig. R.19.- Reparación in vitro de cartílago articular artrósico tras el implante de células 
aisladas de médula ósea. El tejido de reparación forma una cubierta fibrosa sobre la superficie 
irregular del cartílago artrósico. a) Cartílago artrósico, tinción de hematoxilina-eosina. b) 
Cartílago artrósico con CMM aisladas de médula ósea, tinción de hematoxilina-eosina. c) 
Cartílago artrósico con CMM aisladas de médula ósea, tinción de azul de toluidina. (Barras a = 
~ 200µm; barra b = ~ 500µm; barra c = ~ 100µm). 
5.2.3.2.- Reparación de cartílago articular artrósico con células madre 
mesenquimales aisladas de membrana sinovial 
Tras el implante in vitro de CMM aisladas de membrana sinovial sobre la 
superficie de cartílago articular artrósico se observó, a lo largo de todos los tiempos de 
cultivo, un tejido de reparación que consistía de varias capas celulares. En cambio, los 
cartílagos del grupo control (que no recibieron implante celular) no mostraron ninguna 
reparación en los distintos tiempos de cultivo.   
El tejido de reparación, de aspecto fibroso, llenaba las pequeñas cavidades que 
formaba la superficie irregular del cartílago articular artrósico, formando una cubierta 
continua (Fig. R.20). Aunque entre el tejido de reparación y el cartílago nativo se 








establecía una fuerte unión, con las tinciones inmunohistoquímicas se definía una clara 
línea de demarcación entre ambos tejidos. 
Las células del tejido de reparación expresaban la subunidad β1 de la integrina, 
una molécula que media la unión entre los condrocitos y proteínas de la MEC como el 
colágeno tipo  II. Aunque el tejido de reparación no mostró tinción con la safranina O, 
se observó tinción inmunohistoquímica para el condroitín-4-sulfato (imagen no 
mostrada) y el queratán sulfato (Fig. R.20, f) a través de las zonas superficial y profunda 





















Fig. R.20.- Reparación in vitro de cartílago articular artrósico tras el implante de células 
aisladas de membrana sinovial. 12 semanas de cultivo. El tejido de reparación forma una 
cubierta fibrosa sobre la superficie irregular del cartílago artrósico. Aunque este tejido muestra 
algunas características del cartílago articular (inmunopositividad para subunidad β1 de la 
integrina y queratán sulfato), la estructura de la MEC, la ausencia de tinción para safranina O y 
la tinción positiva para colágeno tipo I y moderadamente positiva para colágeno tipo II 
reafirman el carácter fibroso de este tejido. a) Control negativo de la tinción 
inmunohistoquímica (sin anticuerpo primario), b) subunidad β1 de la integrina, c) colágeno tipo 
I, d) colágeno tipo II,  e) safranina O y f) queratán-sulfato. (Barras a-f = ~ 50µm). 




En concordancia con las características fibrosas del tejido de reparación, este 
tejido mostró una tinción positiva para el colágeno tipo I, en tanto que la tinción para 
colágeno tipo II resultó moderada.  
5.2.3.3.- Reparación de cartílago articular artrósico con células madre 
mesenquimales aisladas de líquido sinovial 
Tras el implante in vitro de CMM aisladas de líquido sinovial sobre la superficie 
de cartílago articular artrósico se observó, a lo largo de todos los tiempos de cultivo, un 
tejido de reparación que consistía de varias capas celulares. Mientras que los cartílagos 
del grupo control (que no recibieron implante celular) no mostraron ninguna reparación 
en los distintos tiempos de cultivo.   
El tejido de reparación, de aspecto fibroso, llenaba las pequeñas cavidades que 
formaba la superficie irregular del cartílago articular artrósico, formando una cubierta 
continua (Fig. R.21). Este tejido neoformado mostraba una densidad celular superior a 
la del cartílago nativo, tinción con colorantes demostrativos de la presencia de PG (Fig. 













Fig. R.21.- Reparación de cartílago artrósico con células aisladas de líquido sinovial. El 
tejido de reparación forma una cubierta fibrosa sobre la superficie irregular del cartílago 
artrósico. Tinciones histológicas de azul de toluidina. a) 8 semanas. b) 12 semanas. (Barra a = ~ 
100µm; barra b = ~ 200µm). 
5.2.3.4.- Reparación de cartílago articular artrósico con células madre 
mesenquimales aisladas de músculo esquelético 
En un gran porcentaje de las células musculares implantadas en la superficie del 
cartílago artrósico se observa la formación de un tejido de reparación de características 
fibrosas, evidenciado por la morfología celular y por la ausencia de PG. Sin embargo, se 
observaron casos de mayor calidad tisular (Fig. R.22), en los que la MEC era más 





compacta y de apariencia menos fibrosa con células de aspecto algo más redondeado. 















Fig. R.22.- Reparación con CMM de músculo esquelético a diferentes tiempos. a) 8 
semanas, azul de toluidina. b) 12 semanas, azul alcián. c) 12 semanas, hematoxilina-eosina. d) 
16 semanas, hematoxilina-eosina. (Barra a y d = ~ 100µm; barras b y c = ~ 200µm). 
La implantación de las células en la superficie del explante permite la 
reestructuración de la superficie dañada del cartílago, favoreciendo así que dicha 
superficie sea lisa y uniforme. Pero en la mayoría de los tejidos neoformados no existe 
una buena integración con el tejido nativo, lo que perjudica la posible recuperación de 
funcionalidad del tejido.  
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5.3.- EXPRESIÓ DE MARCADORES DE CÉLULAS MADRE 
MESEQUIMALES E MEMBRAA SIOVIAL  
Una vez demostrado que en los distintos tejidos analizados existen CMM con 
capacidad condrogénica y que además presentan potencial de reparación, procede 
determinar la población más adecuada para la obtención de reparaciones de mayor 
calidad. Para ello, analizamos la presencia de diferentes marcadores (previamente 
descritos para CMM) en el tejido de reparación espontánea del cartílago y en membrana 
sinovial, tanto sana como artrósica. Inicialmente, se analizó la expresión de los 
antígenos CD44, CD90 y CD105, posteriormente, se añadió el antígeno CD271.  
5.3.1.- Localización topográfica de la expresión de los antígenos CD44, CD90 y 
CD105 en membrana sinovial 
Las membranas sinoviales sanas y artrósicas mostraron diferencias sustanciales 
en cuanto a la localización topográfica de las células que expresan los antígenos CD44, 
CD90 y CD105. En las membranas sanas, este marcaje se localizaba en la íntima 
sinovial (Fig. R.23). En las membranas artrósicas, la distribución de este marcaje era 
más difusa que en la membrana sinovial sana, y estaba localizado en una capa más 
profunda que la capa subíntima (alrededor de venas y en la matriz perivascular).  
5.3.2.- Cuantificación de células que expresan los antígenos CD44, CD90 y CD105 
en membrana sinovial sana y artrósica 
Para determinar las células que expresan los antígenos CD44, CD90 y CD105 en 
membrana sinovial sana y artrósica, se realizó una tinción de doble inmunofluorescencia 
en tejido congelado, analizando así la expresión de dos antígenos a un mismo tiempo.   
Las membranas sinoviales sanas y artrósicas mostraron diferencias en la 
expresión de los antígenos CD44, CD90 y CD105 (Fig. R.24). En las membranas 
sinoviales sanas, sólo un pequeño porcentaje de células se teñía para estos marcadores 
(CD44: 1,4%; CD90: 1,8%; y CD105: 1,5%). En las membranas sinoviales artrósicas se 
observó un incremento de estos porcentajes (CD44: 2,9%; CD90: 6,7%; y CD105: 
2,9%). La expresión de CD44 y CD90 resultó significativamente mayor en membrana 
sinovial artrósica que en membrana sinovial sana.   
 
 
































Fig. R.23.- Localización en membrana sinovial de células expresando los antígenos CD44, 
CD90 y CD105. a y b) Tinción de hematoxilina-eosina de membrana sinovial sana (a) y 
artrósica (OA) (b); c-h) Análisis de la expresión de dos antígenos a un mismo tiempo en 
secciones congeladas de membrana sinovial sana y OA, utilizando anticuerpos monoclonales 
para los antígenos CD44, CD90 y CD105. Doble inmunofluorescencia de los antígenos CD44 
(verde) y CD90 (roja) en membrana sinovial sana (c) y OA (d); doble inmunofluorescencia de 
los antígenos CD44 (roja) y CD105 (verde) en membrana sinovial sana (e) y OA (f); doble 
inmunofluorescencia de los antígenos CD90 (roja) y CD105 (verde) en membrana sinovial sana 
(g) y OA (h). (Barras a-h = ~ 50 µm). 











Fig. R.24.- Expresión de los antígenos CD44, CD90 o CD105 en membrana sinovial.  El 
gráfico de barras corresponde al análisis cuantitativo de las células que expresan un marcador 
(CD44, CD90 o CD105) en membrana sinovial sana (barra gris) y artrósica (OA) (barra negra). 
Los resultados se expresan como media ± desviación típica. 
El análisis general de la expresión simultánea de dos antígenos también mostró 
una mayor frecuencia en membrana sinovial artrósica que en membrana sinovial sana 
(Fig. R.25).  Así, la coexpresión de los antígenos CD44 y CD90 en el tejido sano se 
observó en el 0,4% de la población celular, mientras que en membrana sinovial artrósica 
el 1,6% de las células se teñían simultáneamente para estos antígenos (Fig. R.25, a). 
Particularmente, la coexpresión de los antígenos CD44 y CD105 (Fig. R.25, b) en 
membrana sinovial sana y artrósica (respectivamente, 1,3% y 2,7%) resultó mayor que 
la coexpresión de los antígenos CD44 y CD90 y la de los antígenos CD90 y CD105 
(Fig. R.25, c). Estos últimos antígenos (CD90 y CD105) se coexpresaban en membrana 
sinovial sana en el 0,5% de las células, observándose un escaso incremento de esta 
coexpresión en la membrana sinovial artrósica (0,9%). 
Por otra parte, la asociación de la expresión de los antígenos CD44, CD90 y 
CD105 (Fig. R.26) mostró diferencias entre estos marcadores y entre las membranas 
sinovial sana y artrósica. Así, el nivel de asociación de la expresión del antígeno CD44 
con la expresión del antígeno CD90 (Fig. R.26, a) resultó baja en membrana sinovial 
sana (el 44% de las células positivas para CD44 fue también positivo para el antígeno 
CD90), pero este nivel de asociación se incrementó aproximadamente dos veces en la 
membrana artrósica (el 84% de las células positivas para CD44 eran positivas también 



































































Fig. R.25.- Coexpresión de los antígenos CD44, CD90 o CD105 en membrana sinovial.  El 
gráfico de barras corresponde al análisis cuantitativo de las células que expresan 
simultáneamente dos antígenos (a: CD44/ CD90; b: CD44/CD105; c: CD90/CD105) en 
membrana sinovial sana (barras grises) y artrósica (OA) (barras negras). Los resultados se 
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Por otra parte, la expresión del antígeno CD44 mostraba un elevado nivel de 
asociación con la expresión del antígeno CD105, tanto en membrana sinovial sana como 
en membrana artrósica (Fig. R.26, a). Así, respectivamente en membrana sinovial sana 
y artrósica, el 72% y el 67% de las células positivas para el antígeno CD44 resultaron 
también positivas para el antígeno CD105. 
La expresión del antígeno CD90 mostró un bajo nivel de asociación con la 
expresión de los antígenos CD44 y CD105 tanto en membrana sinovial sana como en 
membrana artrósica (Fig. R.26, b). Así, cerca del 25% de las células positivas para 
CD90 eran también positivas para el antígeno CD44 en ambos tipos de membranas, 
sana y artrósica. La expresión del antígeno CD90 mostró la misma discreta asociación 
con la expresión del antígeno CD105. Así, cerca del 25% de las células positivas para 
CD90 eran también positivas para el antígeno CD105 en ambos tipos de membranas. 
La expresión del antígeno CD105 mostró un elevado nivel de asociación con la 
expresión del antígeno CD44, tanto en membrana sinovial sana como en membrana 
artrósica (Fig. R.26, c). Así, el 87% y el 90% de las células positivas para el antígeno 
CD105, respectivamente en membrana sinovial sana y artrósica, también resultaron 
positivas para el antígeno CD44. Por otra parte, la expresión del antígeno CD105 estaba 
más asociada con la expresión del antígeno CD90 en la membrana sinovial artrósica que 
en la membrana sinovial sana (Fig. R.26, c). Así, en la membrana sana, el 33% de las 
células positivas para el antígeno CD105 también expresaban el antígeno CD90, 
mientras que en membrana sinovial artrósica el 68% de células positivas para CD105 
expresaban también el antígeno CD90.  
En resumen, las membranas sinoviales de pacientes con OA contienen más 
células positivas para los antígenos CD44, CD90 y CD105 que las membranas 
sinoviales de articulaciones sin cartílago dañado. El mayor incremento de expresión en 
membrana sinovial artrósica se observó en células positivas para el antígeno CD90. No 
obstante, sólo los antígenos CD44 y CD105 mostraron un recíproco elevado nivel de 
asociación de expresión, en tanto que la expresión del antígeno CD90 mostraba una 
escasa asociación con la expresión de los antígenos CD44 y CD105. 
 



















































Fig. R.26.- Asociación de la expresión de los antígenos CD44, CD90 o CD105 en 
membrana sinovial. En los gráficos, cada columna representa el porcentaje de células positivas 
para un antígeno que también son positivas para otro antígeno (barras negras) en membrana 
sinovial sana (S) y artrósica (OA). a) Porcentaje de células positivas para el antígeno CD44 que 
también expresan el antígeno CD90 o el antígeno CD105. b) Porcentaje de células positivas 
para el antígeno CD90 que también expresan el antígeno CD44 o el antígeno CD105. c) 
Porcentaje de células positivas para el antígeno CD105 que también expresan el antígeno CD44 
o el antígeno CD90.  
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5.3.3.- Localización topográfica de la expresión del antígeno CD271 en membrana 
sinovial 
Las membranas sinoviales sanas y artrósicas mostraron diferencias sustanciales 
en cuanto a la localización topográfica de las células que expresan el antígeno CD271. 
En las membranas sanas, este marcaje se localizaba en la íntima sinovial (Fig. R.27). En 
las membranas artrósicas, la distribución de este marcaje era más difusa que en la 
membrana sinovial normal, y estaba localizado en una capa más profunda que la capa 
subíntima (alrededor de venas y en la matriz perivascular).  
5.3.4.- Cuantificación de células que coexpresan el antígeno CD271 con los 
antígenos CD44, CD90 o CD105 en tejido sinovial sano y artrósico 
Para determinar las células que expresan el antígeno CD271 en membrana 
sinovial sana y artrósica, se realizaron tinciones de doble inmunofluorescencia en 
muestras de tejido congelado, analizando a un mismo tiempo la expresión de este 
antígeno con la del antígeno CD44 o CD90 o CD105.  En todos los casos, el porcentaje 
de células expresando el antígeno CD271 era mayor en membrana sinovial artrósica que 
en la membrana sana (Fig. R.28). 
Los porcentajes de células coexpresando los antígenos CD44/CD271, 
CD90/CD271 y CD105/CD271 resultaban también mayores en la membrana sinovial 
artrósica que en la membrana sinovial sana (Fig. R.28). No obstante, sólo la expresión 
simultánea de los antígenos CD44/CD271 y CD90/CD271 era significativamente menor 
en la membrana sinovial normal que en la membrana artrósica (1.09% vs. 2.2% para 
CD44/271 y 2.1% vs. 8.1% para CD90/271), y los mayores porcentajes de coexpresión 
correspondían a los antígenos CD90 y CD271, tanto en membrana sinovial sana como 
en la membrana artrósica. 
La asociación de la expresión del antígeno CD271 con la expresión de los 
antígenos CD44, CD90 o CD105 (Fig. R.29) mostró diferencias entre estos marcadores 
y entre la membrana sinovial sana y artrósica. El nivel de asociación de la expresión del 
antígeno CD271 con la expresión del antígeno CD44 (Fig. R.29, a) resultó moderado en 
membrana sinovial sana (56,8% de las células positivas para el antígeno CD271 
resultaron también positivas para el antígeno CD44), pero este nivel se incrementaba 
notablemente en la membrana sinovial artrósica (88% de las células positivas para el 
antígeno CD271 expresaban también el antígeno CD44).  






































Fig. R.27.- Localización en membrana sinovial de células coexpresando el antígeno CD271 
con los antígenos CD44, CD90 o CD105. a y b) Tinción de hematoxilina-eosina de membrana 
sinovial sana (a) y artrósica (OA) (b). c-h) Análisis de la expresión de dos antígenos a un 
mismo tiempo en secciones congeladas de membrana sinovial sana y OA, utilizando anticuerpos 
monoclonales para los antígenos CD271, CD44, CD90 y CD105. La inmunofluorescencia de los 
antígenos CD44, CD90 y CD105 es de color verde, en tanto que la inmunofluorescencia del 
antígeno CD271 es de color rojo. Doble inmunofluorescencia de los antígenos CD44 y CD271 
en membrana sinovial sana (c) y OA (d); doble inmunofluorescencia de los antígenos CD90 y 
CD271 en membrana sinovial sana (e) y OA (f); doble inmunofluorescencia de los antígenos 
CD105 y CD271 en membrana sinovial sana (g) y OA (h). (Barras a-h = ~ 100 µm). 




















































































































Fig. R.28.- Coexpresión del antígeno CD271 con los antígenos CD44, CD90 o CD105 en 
membrana sinovial.  El gráfico de barras corresponde al análisis cuantitativo de las células que 
expresan simultáneamente dos antígenos (a: CD44/CD271; b: CD90/CD271; c: CD105/CD271) 
en membrana sinovial sana (barras grises) y artrósica (OA) (barras negras). Los resultados se 
expresan como media ± desviación típica.  
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Por otra parte, la expresión del antígeno CD271 mostró un elevado nivel de 
asociación con la expresión del antígeno CD90 (Fig. R.29, a) en membrana sinovial 
sana y artrósica. Más del 80% de células positivas para el antígeno CD271 en 
membrana sinovial sana o artrósica coexpresaban el antígeno CD90. 
En cambio, la expresión del antígeno CD271 mostró un bajo nivel de asociación 
con la expresión del antígeno CD105, tanto en membrana sinovial sana como en 
membrana artrósica (Fig. R.29, a). Así, el 31,2% y el 26,9% de células CD271 positivas 
respectivamente en membrana sinovial sana y artrósica resultaban también positivas 


















Fig. R.29.- Asociación de la expresión del antígeno CD271 y los antígenos CD44, CD90 o 
CD105 en membrana sinovial. En los gráficos, cada columna representa el porcentaje de 
células positivas para un antígeno que también son positivas para otro antígeno (barras negras) 
en membrana sinovial sana (S) y artrósica (OA). a) Porcentaje de células positivas para el 
antígeno CD271 que también expresan el antígeno CD44 o CD90 o CD105. b) Porcentaje de 
células positivas para el antígeno CD44 que también expresan el antígeno CD271. c) Porcentaje 
de células positivas para el antígeno CD90 que también expresan el antígeno CD271. d) 
Porcentaje de células positivas para el antígeno CD105 que también expresan el antígeno 
CD271. 
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La expresión del antígeno CD44 mostraba un elevado nivel de asociación con la 
expresión del antígeno CD271. Así, el 81,8% y el 68,7% de células positivas para el 
antígeno CD44 respectivamente en membrana sinovial sana y membrana artrósica, 
coexpresaban el antígeno CD271 (Fig. R.29, b). 
El grado de asociación de la expresión del antígeno CD90 con la expresión del 
antígeno CD271 mostró diferencias significativas entre la membrana sinovial sana y la 
membrana artrósica (Fig. R.29, c). Así, en la membrana sinovial sana el 37,8% de 
células positivas para el antígeno CD90 eran también positivas para el antígeno CD271, 
mientras que en membrana sinovial artrósica este porcentaje se incrementaba más de 
dos veces (el 80,9% de células positivas para el antígeno CD90 coexpresaban el 
antígeno CD271). 
La expresión del antígeno CD105 mostró un moderado nivel de asociación con 
la expresión del antígeno CD271, particularmente en membrana sinovial sana. Así, el 
38,5% y el 58,3% de células positivas respectivamente en membrana sinovial sana y en 
membrana artrósica, resultaban también positivas para el antígeno CD271.  
En resumen, la expresión del antígeno CD271 mostraba un elevado nivel de 
asociación con la expresión del antígeno CD90, tanto en membrana sinovial sana como 
en membrana artrósica, y con la expresión del antígeno CD44 en membrana sinovial 
artrósica. En cambio, la expresión del antígeno CD271 mostraba un discreto nivel de 
asociación con la expresión del antígeno CD105 en membrana sinovial sana y artrósica.  
5.3.5.- Cuantificación de células que expresan los antígenos CD44, CD90, CD105 y 
CD271 en tejido de reparación espontánea del cartílago articular 
El tejido de reparación espontánea formado tras una lesión en el cartílago 
articular constituye un intento fracasado de respuesta reparativa. El tejido formado se 
caracteriza por presentar una MEC fibrosa y poco estructurada, en la que se encuentran 
abundantes células de aspecto fibroblástico. La densidad celular es elevada, en 
contraposición a lo que sucede en el cartílago articular hialino. Este tejido de reparación 
espontánea presenta una superficie irregular y una discreta integración con el cartílago 
nativo, pudiéndose diferenciar claramente el límite entre ambos tejidos. Por tanto, 
carece de las características histológicas del cartílago nativo y de sus propiedades 
funcionales. Aunque en las inmediaciones de la lesión el cartílago nativo presenta 







grupos celulares isogénicos, numerosos estudios sugieren que este tejido se forma por 















Fig. R.30.- Colocalización de los marcadores de CMM CD44, CD90 y CD105 en el tejido 
de reparación espontánea de cartílago articular artrósico. a) Tinción de hematoxilina-
eosina de tejido espontáneo de reparación. b-d) Marcaje fluorescente de células que expresan 
los antígenos CD44, CD90 y CD105 (b: colocalización de CD44 y CD90; c: colocalización de 
CD44 y CD105; d: colocalización de CD90 y CD105). (Barras a - d = ~ 100 µm). 
El análisis de los tejidos localizados sobre el cartílago dañado (tejido de 
reparación espontánea) mostró células que expresaban antígenos característicos de 
CMM (Figs. R.30 y R.31), tales como CD44 (10.2±1.5%) y CD90 (12.3±2.1%). La 
expresión de estos antígenos mostró un escaso grado de asociación, de modo que se 
observó un bajo porcentaje de células coexpresando ambos antígenos (CD44/CD90: 
0.71±0.5%). Así, en el tejido de reparación espontánea del cartílago articular sólo el 
5,6% de células positivas para el antígeno CD44 expresaban también el antígeno CD90, 
y sólo el 6,7% de células positivas para el antígeno CD90 expresaban también el 
antígeno CD44.  
Curiosamente, el antígeno CD105 no estaba presente en el tejido espontáneo de 
reparación (Figs. R.30 y R.31).  
 
















Fig. R.31.- Expresión de los antígenos CD44, CD90 y CD105 en tejido de reparación 
espontánea del cartílago articular. El gráfico de barras corresponde al análisis cuantitativo de 
las células que expresan simultáneamente dos antígenos (a: CD44/ CD90; b: CD44/CD105; c: 
CD90/CD105) en membrana sinovial sana (barras grises) y artrósica (OA) (barras negras). Los 











Fig. R.32.- Colocalización de los marcadores de CMM CD44 y CD271 en el tejido de 
reparación espontánea de cartílago articular artrósico. a) Tejido de reparación espontánea 
de cartílago articular artrósico teñido con hematoxilina-eosina. b) Detección 
inmunofluorescente de los antígenos CD44 (verde) y CD271 (roja). c) Células expresando el 
antígeno CD44 y d) células coexpresando los antígenos CD44 y CD271. (Barras a-b = ~ 50 µm; 
barras c-d = ~ 20 µm). 
El análisis cuantitativo de células que expresan el antígeno CD271 en el tejido 
de reparación espontánea del cartílago articular (Figs. R.32 y R.33) demostró un alto 
porcentaje de células expresando este antígeno (9,9±4,0%). La mayor parte de esta 
expresión estaba asociada a la expresión del antígeno CD44 (el 64% de células positivas 
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asociada a la expresión del antígeno CD90 (sólo el 8% de las células positivas para el 











Fig. R.33.- Expresión del antígeno CD271 y su coexpresión con los antígenos CD44, CD90 
y CD105 en tejido de reparación espontánea del cartílago articular. El gráfico de barras 
corresponde al análisis cuantitativo de las células que expresan el antígeno CD271 y las células 
que expresan simultáneamente los antígenos CD44/CD271, CD90/CD271 y CD105/CD271. 
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5.4.- REPARACIÓ DE LESIOES DEL CARTÍLAGO ARTICULAR CO 
CÉLULAS MADRE MESEQUIMALES CD271- Y CD271+ AISLADAS DE 
MÉDULA ÓSEA 
Dado que observamos la presencia más elevada del antígeno CD271 en 
membrana sinovial artrósica y su presencia en el tejido de reparación, seleccionamos 
este antígeno para la obtención de una subpoblación celular. Esta población 
seleccionada se caracterizó y sometió a reparación in vitro para determinar si ofrece 
ventajas a la hora de la reparación frente a la población celular total. 
5.4.1.- Eficiencia de la selección de células CD271+ por inmunomagnetismo  
La selección por inmunomagnetismo de células CD271+ para un total de 21 
donantes de médula ósea ha presentado un porcentaje de pérdida de células del 26,43%. 
Esta pérdida de células constituye una limitación de la eficiencia del crecimiento de 
estos cultivos. La desviación típica es bastante elevada (18,75), provocada por la gran 
variabilidad entre los diferentes cultivos y la propiamente experimental. 
5.4.2.- Fenotipo de las células CD271- y CD271+ 
Tras el aislamiento y separación magnética de las células para el antígeno 
CD271, se procedió a su caracterización mediante citometría de flujo (Fig. R.34). 
La caracterización fenotípica de las células CD271- y CD271+ no evidenció 
grandes diferencias entre ambos tipos celulares. Así, ambas poblaciones resultaron 
negativas para los antígenos descritos para células hematopoyéticas, mientras que 
conservaron el patrón de expresión positivo para los antígenos CD44 (CD271- 
98,19%±1,39 vs. CD271+ 97,91%±1,3), CD69 (CD271- 0,05%±0,09 vs. CD271+ 
0,03%±0,05), CD73 (CD271- 70,15%±23,41 vs. CD271+ 69%±43,82) y CD90 
(CD271- 98,84%±1,04 vs. CD271+ 97,3%±2,48). Se observaron diferencias en los 
porcentajes de positividad para los antígenos CD29 (CD271- 52,48%±25,98 vs. 
CD271+ 38,07%±23,72), CD105 (CD271- 13,51%±13,55 vs. CD271+ 2,33%2,32) y 

























Fig. R.34.- Esquema representativo de la caracterización por citometría de flujo de las 
poblaciones celulares CD271- (a) y CD271+ (b) aisladas de médula ósea. Gráficos de barras 
representativos del análisis cuantitativo de células aisladas de membrana sinovial y 
seleccionadas para el antígeno CD271 que expresan un marcador. Los resultados se expresan 
como media ± desviación típica. 
5.4.3.- Potencial de diferenciación de las células CD271- y CD271+ 
Las células CD271- y CD271+ se sometieron a ensayos de diferenciación celular 
para determinar su capacidad condrogénica, adipogénica y osteogénica. 
Tras el cultivo en medio adipogénico, el 10,50% de células CD271- y el 16,64% 
de células CD271+ desarrollaron vacuolas lipídicas, un indicador de diferenciación 
adipogénica (Fig. R.35).  
Asimismo, tras el cultivo en medio osteogénico, se observaron depósitos de 
calcio en la mayor parte de las células (Fig. R.36). En particular, el 49,38% de células 























































































































Fig. R.35.- Diferenciación adipogénica de células CD271- y células CD271+. Tinción de oil 
red O demostrando la presencia/ausencia de vacuolas lipídicas en células cultivadas en medio 
de diferenciación adipogénica. a y b) Cultivo en ausencia de factores de diferenciación 
adipogénica de células CD271- (a) y CD271+ (b). c y d) Cultivo en medio con factores de 
diferenciación adipogénica de células CD271- (c) y CD271+ (d), observándose en ambos casos 














Fig. R.36.- Diferenciación osteogénica de células CD271- y células CD271+. Tinción de rojo 
de alizarina demostrando la presencia/ausencia de depósitos cálcicos en células cultivadas en 
medio de diferenciación osteogénica. a y b) Cultivo en ausencia de factores de diferenciación 
osteogénica de células CD271- (a) y CD271+ (b). c y d) Cultivo en medio con factores de 
diferenciación osteogénica de células CD271- (c) y CD271+ (d), observándose en ambos casos 
depósitos cálcicos. (Barras a-d = ~ 500µm). 







La condrogénesis se valoró mediante la formación de micromasas de células 
CD271- y micromasas de células CD271+, y su posterior cultivo en medio de 
diferenciación condrogénico (Fig. R.37).  
En ambos casos, se observaron micromasas compactas formadas por una MEC 
fibrosa, densa, en la que se reconocían dos estratos: una corteza de células alargadas y 
una zona interna constituida por células de aspecto más redondeado e inmersas en una 
MEC algo menos densa (Fig. R.37, a-d).  
En todas las secciones analizadas, se evidenció una moderada presencia de PG 

















Fig. R.37.- Diferenciación condrogénica de células CD271- y células CD271+. a, c y e) 
Células CD271-. b, d y f) Células CD271+. a y b) Tinción de tricrómico de Masson de las 
micromasas, donde se puede observar la morfología celular redondeada con apariencia 
condrocítica. c y d) Tinción de azul de toluidina, colorante metacromático que evidencia la 
moderada presencia de PG. e y f) Inmunotinción para colágeno tipo II, observándose su 
moderada presencia en células CD271- frente al aumento en células CD271+. (Barras a-f = ~ 
200µm). 
En resumen, ambas poblaciones celulares, CD271- y CD271+, mostraron una 
capacidad de diferenciación múltiple similar en, al menos, tres estirpes mesenquimales. 







El análisis comparativo del potencial de diferenciación adipogénico, osteogénico y 
condrogénico no mostró diferencias entre estas poblaciones celulares.  
5.4.4.- Reparación in vitro de defectos focales de cartílago articular con células 
CD271- y con células CD271+  
La reparación de los defectos focales del cartílago articular se llevó a cabo 
mediante dos tipos de implante: con células CD271- y con células CD271+, con el 
objetivo de determinar si las células CD271+ ofrecían ventajas en la reparación de 
lesiones condrales. Además, se cultivaron cilindros de cartílago con defecto focal que 
recibieron únicamente medio condrogénico, es decir, en ausencia de células (grupo 
control). Los cultivos del grupo control no aportaron ninguna evidencia de reparación 
espontánea en los defectos condrales. En cambio, en los grupos implante, se observó 
tejido de reparación a lo largo de los distintos tiempos de cultivo (4, 8, 12, 16 y 20 
semanas). Este tejido de reparación, independientemente del tiempo de cultivo y del 
grupo de implante (con células CD271- o con células CD271+), resultaba en unos casos 
en un tejido fibroso de escasa calidad (Fig. R.38) y en otros casos en un tejido de un 














Fig. R.38.- Reparación fibrosa de defectos focales de cartílago articular tras el implante in 
vitro de células CD271- y células CD271+.  a y b) 20 semanas de cultivo, CD271-. c y d) 16 
semanas de cultivo, CD271+. Tricrómico de Masson. (Barras a y b = ~ 500µm; barra c = ~ 
100µm; barra d = ~ 50µm). 




En la reparación fibrosa (Fig. R.38), el tejido de reparación estaba constituido 
por una MEC fibrosa laxa, con una pobre integración con el tejido nativo y ausencia de 
PG y colágeno tipo II, que incluía células de morfología fibroblástica. En otros casos, 
consistía en un tejido de mayor calidad (Figs. R.39-R.42), caracterizado por una MEC 
de aspecto hialino, que incluía cavidades similares a lagunas condrocitarias donde se 
alojaban células de aspecto redondeado.  
En la reparación de mayor calidad, el tejido neoformado presentó mejores 
características tisulares. Así, tanto en los implantes con células CD271- como en los 
implantes con células CD271+, el tejido de reparación mostraba una morfología similar 
a la del cartílago articular: se observaba una MEC con aspecto hialino que contenía 
numerosas lagunas en las que se disponían células de aspecto redondeado (Fig. R.39). 
No obstante, la tendencia hacia una morfología celular similar a condrocitos era mayor 
en el tejido de reparación formado por las células CD271+ que el creado tras el implante 








Fig. R.39.- Morfología del tejido de reparación tras el implante in vitro de células CD271- 
y células CD271+. 8 semanas de cultivo. Tanto en los implantes de células CD271- (a) como de 
células CD271+ (b) se observa un tejido de reparación con una MEC de aspecto hialino y la 
presencia de células alojadas en cavidades similares a las lagunas condrocitarias (flechas). 
Hematoxilina-eosina. (Barra a = ~ 100µm; barra b = ~ 50µm). 
Además, en ambos grupos de implantes, se observó una excelente integración 
entre el tejido nativo y el tejido neoformado, de modo que no se observaba un límite 
definido entre estos tejidos (Fig. R.39). No obstante, la integración entre el tejido de 
reparación y el cartílago nativo adyacente resultó de mayor calidad en los implantes de 
células CD271+ que en los implantes de células CD271- (Tabla R.1).  
El llenado del defecto condral con el tejido de reparación también mostró 
diferencias entre ambos grupos de implantes (Fig. R.40). Así, este llenado resultó ser 




32,2 ± 9,7% 59,9 ± 16,6%
a b
menor en los implantes con células CD271- (32.2 ± 9.7%) que en los implantes con 
células CD271+ (59.9 ± 16.6%).   
También se observaron diferencias en la regularidad de la superficie del tejido 
de reparación. Así, la tendencia a una disposición lineal resultaba ligeramente mayor 
tras el implante con células CD271+ que con células CD271-.  
En cambio, en ambos grupos de implantes, el tejido de reparación mostraba 








Fig. R.40.- Llenado del defecto focal de cartílago articular humano tras el implante in vitro 
de células CD271- y células CD271+. 8 semanas de cultivo. La reparación con células CD271- 
(a) aportó un menor llenado del defecto condral que la reparación con células CD271+ (b). 







Fig. R.41.- PG en el tejido de reparación formado tras el implante in vitro de células 
CD271- y de células CD271+. 8 semanas de cultivo. En secciones teñidas con safranina O 
(demostrativa de PG), se observa ausencia de tinción en el tejido de reparación formado por 
células CD271- (a) y un discreta tinción en el tejido formado por células CD271+ (b). (Barra a 
= ~ 50µm; barra b = ~ 500µm). 
La tinción del tejido de reparación con safranina O fue negativa en los implantes 
con células CD271- y moderadamente positiva implantando células CD271+, indicando 
en este último caso una discreta presencia de PG (Fig. R.41). Sin embargo, tanto en los 
implantes con células CD271- como con células CD271+, se observó la presencia de los 
colágenos tipo I y II (Fig. R.42). 
  


















Fig. R.42.- Colágenos tipo I y II en el tejido de reparación formado tras el implante in vitro 
de células CD271- y de células CD271+. 8 semanas de cultivo. a y c) Tinciones para colágeno 
tipo I (a) y tipo II (c) del tejido de reparación formado por el implante de células CD271-. b y d) 
Tinciones para colágeno tipo I (b) y tipo II (d) del tejido de reparación formado por el implante 
de células CD271+. (Barras a-d = ~ 100µm). 
La valoración semicuantitativa mediante diferentes parámetros (Tabla R.5) 
mostró diferencias entre ambas poblaciones, con un  9.5 ± 0.89 y para los implantes de 
CMM CD271- y un 12.19 ± 1.01 para los de CMM CD271+, respectivamente.  
 
PARÁMETROS CD271- CD271+ 
Morfología del tejido 
(similar al cartílago hialino: 2; tejido fibroso: 1) 
2,00±0,00 2,00±0,00 
Llenado del defecto 
(75-100%: 3; 50-75%: 2; 0-25%: 0) 
0,73±0,43 1,77±0,51 
Regularidad de la superficie 
(regular, lisa: 2; irregular: 1) 
1,69±0,23 1,87±0,26 
Celularidad 
(elevada: 2; normal: 1; baja: 0) 
2,00±0,00 2,00±0,00 
Integración 
(ambos bordes del implante bien integrados con el cartílago 
nativo: 2; un borde del implante bien integrado: 1; ningún borde 
del implante integrado: 0) 
1,47±0,58 1,75±0,51 
Morfología celular 
(similar a condorcito: 1; similar a fibroblasto: 0) 
1,56±0,24 1,81±0,12 
Tinción de matriz con Safranina O 
(intensa: 3; normal: 2; moderada: 1; sin tinción: 0) 
0,00±0,00 1,00±0,00 
TOTAL 9,5±0,89 12,19±1,01 
 
Tabla R.5.- Análisis semicuantitativo de la reparación in vitro de defectos focales de 




6.1.- DATOS QUE COFIRMA QUE LAS CÉLULAS AISLADAS DE 
MÉDULA ÓSEA, MEMBRAA SIOVIAL, LÍQUIDO SIOVIAL Y 
MÚSCULO ESQUELÉTICO SO CÉLULAS MADRE MESEQUIMALES 
Los resultados obtenidos indican que estos tejidos contienen una población 
celular con un patrón de expresión de antígenos de superficie y una capacidad de 
diferenciación celular múltiple similar al descrito para las CMM de médula ósea. Esto 
sugiere que las células aisladas de las diferentes fuentes pueden considerarse 
propiamente como CMM.  
6.1.1.- La selección inicial de células se realiza por su adherencia al frasco de 
cultivo y mediante la técnica de preplating 
Las CMM se caracterizan por su adherencia al frasco de cultivo (Pittenger et al., 
1999; Alhadlaq y Mao, 2004; Yoshimura et al., 2007). Por ello, nosotros utilizamos este 
criterio como primera medida para aislar CMM. Así, al cabo de unas pocas horas de 
cultivo, eliminamos la fracción no adherente, y las células adherentes, inicialmente de 
apariencia heterogénea, cobran una apariencia más homogénea tras varios pases en 
cultivo (Chamberlain et al., 2007). 
No obstante, otros tipos celulares, como fibroblastos y macrófagos, también 
muestran adherencia al frasco de cultivo. Para obtener una población celular más pura, 
utilizamos la técnica del preplating, cuyo uso está ampliamente extendido y que permite 
reducir sustancialmente la presencia de otros tipos celulares (Richler y Yaffe, 1970; Lee 
et al., 2000; Qu y Huard, 2000; Adachi et al., 2002).  
6.1.2.- La caracterización fenotípica de las células aisladas se realiza mediante un 
panel de marcadores 
En la actualidad, no se dispone de un marcador específico de CMM. Por ello, 
para la caracterización fenotípica de estas células, se utiliza un amplio panel de 
antígenos de superficie (Horwitz et al., 2005). El criterio consensuado es que las CMM 
son negativas para marcadores hematopoyéticos, como CD34 y CD45, y positivas para 
otros marcadores como CD29, CD44, CD90 y CD105 (Pittenger et al., 1999; Lee et al., 
2004; Djouad et al., 2005; Horwitz et al., 2005). No obstante, la expresión de estos 
marcadores puede verse influenciada no sólo por la metodología de aislamiento y 
cultivo celular y por las diferencias entre especies, sino también por la fuente celular de 




Hemos observado el antígeno CD44 en casi todas las células aisladas de las 
distintas fuentes celulares, oscilando su presencia desde un 89,2% (en células 
procedentes de médula ósea) a un 97,7% (en células procedentes de membrana 
sinovial). Hay distintas evidencias que relacionan la presencia de este antígeno con la 
condrogénesis. El antígeno CD44 muestra un mayor nivel de expresión en aquellos 
condrocitos que tienen una mayor capacidad condrogénica (Grogan et al., 2007) y, en 
CMM procedentes de membrana sinovial de pacientes con AR, este antígeno se 
correlaciona negativamente con la inflamación y positivamente con la condrogénesis 
(Jones et al., 2010). Por otra parte, el CD44 es un receptor de AH en condrocitos. Las 
interacciones AH-CD44 son necesarias para la retención de PG en la MEC y la 
homeostasis del cartílago articular (Knudson et al., 2000; Chow et al., 1998; Nishida et 
al., 2004).  
La expresión del antígeno CD90 parece depender en gran medida de la fuente 
celular. Así, mientras que la práctica totalidad de células procedentes de médula ósea y 
músculo esquelético resultaron positivas para este marcador, el porcentaje de células 
positivas para el antígeno CD90 disminuye sustancialmente y de modo progresivo en la 
membrana sinovial (82,7%) y en el líquido sinovial (61,2%). 
El CD166 (ALCAM) es una proteína de la familia de las inmunoglobulinas, que 
se expresa en células T, monocitos, células epiteliales, fibroblastos y neuronas. No 
obstante, la expresión de este antígeno también se ha asociado a CMM (Bühring et al., 
2009; Lee et al., 2009). Hemos observado que el porcentaje de células positivas para 
este antígeno en CMM aisladas de médula ósea (21,0%) es aproximadamente el doble 
del que se observa en las poblaciones de CMM de líquido sinovial y músculo 
esquelético y el triple del que se observa para CMM aisladas de membrana sinovial. En 
discordancia con estos resultados, se ha descrito que la práctica totalidad de CMM 
aisladas de médula ósea expresan, tras tres pases de cultivo, este marcador (Lee et al., 
2009).  
El marcador CD45 está asociado a tipos celulares de la línea hematopoyética, 
incluidos los macrófagos. Las poblaciones celulares que hemos aislado de médula ósea, 
membrana sinovial y músculo esquelético han resultado negativas para este antígeno, 
mientras que en la población celular aislada de líquido sinovial se ha detectado un 
discreto porcentaje de células positivas para este marcador (8,9%). En nuestro estudio, 
el líquido sinovial se extrajo de articulaciones inflamadas de pacientes con diferentes 




monocitos/macrófagos adherentes CD45+ descritos en líquido sinovial procedente de 
pacientes con artropatías como la AR y la OA (Jones et al., 2004).  
En las poblaciones celulares aisladas de médula ósea, membrana sinovial y 
músculo esquelético hemos observado porcentajes mínimos de células positivas para el 
antígeno CD106 (1-3 %), en contraposición con el 10,2% de células CD106+ detectado 
en la población de CMM aisladas de líquido sinovial. Estos resultados contradicen la 
fuerte expresión del antígeno CD106 descrita en CMM de médula ósea (Pittenger et al., 
1999; Liu et al., 2008). Esta expresión decrece significativamente con la diferenciación 
condrogénica, osteogénica o adipogénica, por lo que se ha sugerido que el CD106 
podría ser un marcador útil de CMM obtenidas de médula ósea (Liu et al., 2008). 
El porcentaje de células que han expresado el antígeno CD29 (subunidad β1 de 
la integrina) en la población celular aislada de líquido sinovial (31,15%) fue la mitad del 
detectado en las poblaciones celulares aisladas de médula ósea, membrana sinovial y 
músculo esquelético (58-61%). Como este marcador es un receptor de membrana 
implicado en la adhesión celular y en una variedad de procesos que incluyen la 
reparación de tejidos, su menor expresión podría indicar que las CMM aisladas de 
líquido sinovial tienen un menor potencial de reparación de las lesiones condrales. No 
obstante, nosotros hemos obtenido una reparación de lesiones de cartílago con células 
obtenidas de líquido sinovial de mayor calidad que la obtenida por la membrana 
sinovial. 
6.1.3.- Las células aisladas de las diferentes fuentes tisulares son multipotentes 
Hemos demostrado que, en condiciones apropiadas, las poblaciones celulares 
aisladas de médula ósea, membrana sinovial, líquido sinovial y músculo esquelético 
pueden diferenciarse in vitro en condrocitos, osteoblastos y adipocitos. Si bien la 
diferenciación  osteogénica y adipogénica no afecta al 100% de las células, ésta 
aumenta con el tiempo en cultivo, evidenciando su potencial de diferenciación celular. 
La comparación de nuestros resultados de diferenciación adipogénica y osteogénica con 
la literatura científica está lastrada por la práctica ausencia de cuantificación en los 
estudios realizados. Algunos trabajos determinan el grado de osteogénesis y 
adipogénesis mediante la valoración de tinciones histológicas por densidad óptica 
(Ripoll y Bunnell, 2009). En otros estudios, la diferenciación celular se determina 
mediante estudios genéticos. Así, la osteogénesis se valora por la expresión génica de la 




génica de la lipoproteína lipasa (Enerbäck et al., 1992), la proteína 4 de unión al ácido 
graso (Xu et al., 2006) y la adiponectina (Schäffler et al., 1999); y la condrogénesis, por 
la expresión génica de colágeno tipo II y agrecanos (Shainer et al., 2010).  
6.2.- REPARACIÓ I VITRO 
Este trabajo ha pretendido determinar si el implante in vitro de CMM humanas 
procedentes de médula ósea, membrana sinovial, líquido sinovial y músculo esquelético 
produce reparación en lesiones del cartílago articular. Estas lesiones han respondido a 
dos modelos: 1) defectos focales producidos mecánicamente, que emulan las lesiones in 
vivo del cartílago articular inducidas por un trauma mecánico; y 2) cartílago articular 
artrósico. En ambos casos, el implante ha consistido únicamente en el depósito de una 
solución con CMM sobre la superficie de la lesión y, a diferencia del implante de 
condrocitos autólogos, no se ha compartimentado la zona lesionada cerrándola con una 
membrana de periostio o de colágeno. 
Para valorar convenientemente la calidad de la reparación, es preciso analizar 
previamente el modelo in vitro. 
6.2.1.- Limitaciones y ventajas del modelo in vitro 
La calidad del tejido de reparación en el modelo in vitro está limitada por la 
fuente celular, el tiempo de cultivo y la ausencia de estímulos bioquímicos y 
biomecánicos. En este modelo in vitro, la fuente celular está restringida a los 
condrocitos del explante del cartílago nativo y a las CMM implantadas. En cambio, en 
un modelo in vivo, pueden participar en la reparación varios tipos de células como 
condrocitos del cartílago nativo, condrocitos o células madre implantados y células 
madre procedentes de periostio, pericondrio y/o médula ósea (Rahfoth et al., 1998; Im 
et al., 2001). 
La ausencia de estímulos biomecánicos constituye otra limitación importante de 
nuestro modelo in vitro. Estudios realizados en modelos animales in vivo muestran que 
la inmovilización durante un tiempo prolongado induce cambios degenerativos en el 
cartílago articular, que afectan a sus propiedades morfológicas, bioquímicas y 
biomecánicas. Así, la ausencia de estímulos biomecánicos llega a producir fibrilación de 
la superficie articular, disminución del grosor del cartílago articular, pérdida de PG 
(disminución de la síntesis y aumento de la degradación de PG), incremento en el 
contenido de agua y alteración de la red de colágeno (Narmoneva et al., 2002; 




de la articulación sinovial, caracterizado por el aumento del coeficiente de fricción y la 
disminución de la resistencia a la compresión y a las tensiones.  
El tiempo de cultivo también puede constituir una limitación importante de 
nuestro modelo in vitro. Nosotros hemos observado previamente que, tras implantar 
condrocitos de cerdo en lesiones de explantes de cartílago articular humano, el tejido de 
reparación adquiría más características propias del cartílago articular con el incremento 
del tiempo de cultivo (Fuentes-Boquete y Blanco-García, 2004). Así mismo, el uso de 
tiempos de cultivo relativamente cortos puede conducir a una insuficiente diferenciación 
condrogénica, de modo que no se pueda retener el fenotipo condrocitario y formar 
cartílago estable (Liu et al., 2008). 
Las señales bioquímicas procedentes de tejidos de una articulación diartrodial, 
como la membrana sinovial, están ausentes en nuestro modelo in vitro. Estas señales 
pueden estimular in vivo la diferenciación condrogénica. Así, el líquido sinovial y, en 
particular, el AH (producidos por la membrana sinovial) inducen la diferenciación 
condrogénica. Por otra parte, señales bioquímicas procedentes de los explantes 
osteocondrales también están ausentes en nuestro modelo in vitro. Así, el tejido óseo 
constituye una fuente de factores solubles, como las BMP, que intervienen en la 
regulación de la condrogénesis in vivo (Tam et al., 2007; Vinardell et al., 2009). 
La condrogénesis y la integración con el tejido nativo también dependen de 
factores como la composición y estructura del cartílago adyacente al borde de la lesión 
(Tognana et al., 2005). Estudios recientes sugieren que la liberación de factores solubles 
(como  metaloproteasas, óxido nítrico o catepsinas) por parte del cartílago nativo puede 
estar implicada en la inhibición de la condrogénesis de las CMM. Dichas sustancias 
liberadas son activadas cuando el cartílago es dañado, teniendo como consecuencia la 
muerte celular y la degradación tisular (Vinardell et al., 2009).  
En particular, el cartílago artrósico se encuentra en un proceso en el que 
predomina el programa catabólico, inducido por estímulos proinflamatorios y 
caracterizado por la secreción de proteasas, la supresión de la síntesis de la MEC y la 
inhibición de la proliferación de los condrocitos. Frente al programa anabólico, asociado 
a la secreción de citoquinas antiinflamatorias, la síntesis de inhibidores de las proteasas, 
la producción de la MEC y la proliferación celular. En este contexto, tiene lugar un 
intento fracasado de respuesta reparativa, que consiste en la creación de un escaso tejido 
de reparación espontánea en los bordes de la lesión del cartílago y en la formación en el 




Dado que los condrocitos pueden almacenar y regular citoquinas 
precondrogénicas como el TGFβ (Pedrozo et al., 1998; Vinardell et al., 2009), otros 
modelos in vitro cultivan CMM en presencia de células similares a condrocitos para 
inducir la diferenciación condrogénica (Heng et al., 2004; Lu et al., 2007; Richardson et 
al., 2006; Vinardell et al., 2009). En nuestro caso, el contacto de las CMM con los 
condrocitos está limitado por la abundante MEC del cartílago articular nativo. No 
obstante, el contacto de las CMM con la MEC del cartílago permitiría la transducción 
de señales moleculares que inducen la condrogénesis, ya que los receptores de 
superficie de células adyacentes al defecto condral estarían en contacto directo y se 
permitiría la movilización tanto de los factores autocrinos como paracrinos secretados 
por las células (Heng et al., 2004). 
Nuestro modelo in vitro de reparación de defectos focales de cartílago articular 
humano presenta algunas ventajas cuando se compara con los modelos de animales de 
experimentación o con el implante de condrocitos autólogos en pacientes. Debido a las 
diferencias anatómicas y fisiológicas entre los animales de experimentación y el ser 
humano, no hay ningún modelo animal de reparación de cartílago articular que 
represente adecuadamente a la articulación diartrodial humana (Reinholz et al., 2004). 
Por otra parte, la valoración histológica de los implantes in vivo de condrocitos 
autólogos requiere la obtención de biopsias del tejido de reparación, que supone un 
daño añadido a la articulación. 
Los modelos in vitro permiten analizar no sólo la influencia en el proceso de 
condrogénesis de distintos factores de crecimiento, como el IGF-1, miembros de la 
superfamilia del TGF (tales como el TGFβ), las BMP y el factor 5 de diferenciación de 
crecimiento (GDF5), factor de crecimiento fibroblástico (FGF), factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF) y proteínas morfogénicas derivadas de cartílago 
(CDMP), sino también determinar la influencia del tiempo de exposición a estos 
factores. 
Por otra parte, la morfología del borde de la lesión también puede contribuir a la 
reparación de la lesión, como ocurre en algunos casos en los defectos focales de 
cartílago articular. Estas lesiones se realizaron con fresas odontológicas acopladas a un 
microrrotor. Debido al propio movimiento rotatorio de la fresa odontológica, en 
ocasiones quedaron alojadas en el interior de la lesión esquirlas de cartílago. Estas 
esquirlas probablemente favorecen la formación de tejido de reparación, en cuanto que 




además un andamiaje rudimentario y discreto que permite la disposición espacial en el 
defecto de las células del implante. 
6.2.2.- Las células madre mesenquimales aisladas de las diferentes fuentes tisulares 
reparan in vitro tanto los defectos condrales como las superficies artrósicas 
Con independencia del tiempo de cultivo in vitro, hemos obtenido un tejido de 
reparación de calidad diametralmente opuesto: 1) de tipo fibroso, formado por varios 
estratos de células de aspecto fibroblástico, o bien 2) un tejido de reparación de mayor 
calidad, con una MEC que podía ser densa y similar al tipo hialino en la presencia de 
cavidades con células de aspecto redondeado. Inicialmente consideramos que esta 
distinta calidad de reparación podría responder a diferencias de la potencialidad 
condrogénica de las CMM derivadas de las características particulares de cada donante 
(edad, condición patológica, etc). Sin embargo, nosotros observamos ambos tipos 
extremos de reparación en experimentos en los que, en distintas muestras procedentes 
de un mismo explante de cartílago articular, se implantaban CMM que provenían de un 
mismo paciente.  
En nuestro modelo in vitro, las células se depositan sobre la zona lesionada, que 
no está compartimentada mediante un parche de periostio o de colágeno. Así, cobran 
especial importancia las propiedades antiadhesivas del cartílago articular (Hunziker y 
Rosenberg, 1996). En particular, hemos observado que tanto el cartílago lesionado 
mecánicamente como el cartílago artrósico no facilitan in vitro la adhesión de CMM: en 
la mayor parte de los experimentos, las células no quedaban adheridas a la zona 
lesionada del cartílago, por lo que no se formaba ningún tipo de reparación (datos no 
mostrados); y en algunos de los implantes que desarrollaban un tejido de reparación, 
éste sorprendentemente no se localizaba sobre la superficie lesionada, sino en las zonas 
adyacentes (bordes laterales del cilindro de cartílago, superficie próxima al defecto 
condral).  
Los estudios que han valorado en modelos de OA si las células progenitoras 
inyectadas intraarticularmente se movilizan hacia el cartílago dañado y forman un tejido 
de reparación han obtenido resultados discordantes. En un modelo de gonartrosis de 
cabra, con OA inducida por rotura meniscal y resección del ligamento cruzado anterior, 
tras la inyección de CMM aisladas de médula ósea en la cavidad articular sólo se 
observó la adhesión de CMM al menisco (Murphy et al., 2003). Contrariamente, la 




afectación de cartílago articular, mostró que estas células se movilizaban hacia el 
cartílago dañado (Nishimori et al., 2006; Agung et al., 2006; Matsumoto et al., 2008). 
En particular, en un modelo de gonartrosis en rata, con OA inducida por la inyección 
intraarticular de monoyodoacetato, la inyección en la cavidad articular de células madre 
derivadas de músculo esquelético expresando BMP-4 y Flt-1 producía un tejido de 
reparación sobre la superficie articular artrósica (Matsumoto et al., 2008).  
Recientemente, se ha observado en un modelo de conejo in vivo que la adhesión 
de CMM a la lesión del cartílago depende del tiempo durante el cual las CMM se 
mantienen en contacto con la lesión (Koga et al., 2007). Así, tras tener durante 10 min y 
con la rodilla estática una solución de CMM de membrana sinovial sobre la lesión 
condral, más del 60% de las células permanecían unidas al cartílago. En nuestro modelo 
in vitro, la adherencia de las CMM a la superficie lesionada del cartílago se favorecía 
manteniendo la solución de CMM durante 5 min sobre la lesión, tras lo cual se 
centrifugaba a 300 xg durante 8 min. Como se ha mencionado anteriormente, en la 
mayor parte de los experimentos, las células no permanecían adheridas al cartílago y no 
se producía reparación.  
El número de células implantadas también condiciona el éxito de la adhesión 
celular. Así, tras la inyección articular de 1x10
6
 CMM de médula ósea en rodilla de rata 
no se observaron células adheridas al cartílago articular, en tanto que tras la inyección 
de una cantidad sustancialmente mayor (1x10
7
 células) se observaba adhesión de CMM 
al cartílago en 6 de 8 rodillas (Agung et al., 2006). 
Todos estos datos sugieren que las diferencias que observamos en la calidad del 
tejido de reparación probablemente guardan relación con la cantidad de células que 
permanecen en el lugar de la lesión, de modo que la calidad del tejido de reparación es 
directamente proporcional al número de células retenidas en la lesión.  
Los resultados de este estudio no permiten determinar mediante una valoración 
cuantitativa qué fuente celular aporta una mejor reparación del cartílago articular. Los 
datos de valoración de la condrogénesis en micromasas no han aportado diferencias 
apreciables entre las distintas fuentes celulares. No obstante, la mejor reparación in vitro 
de defectos focales de cartílago articular se obtuvo tras el implante de CMM aisladas de 
médula ósea. Esto contradice los resultados de otros estudios, que muestran que las 
CMM aisladas de membrana sinovial poseen mayor potencial condrogénico que las 
aisladas de médula ósea, periostio, músculo esquelético o tejido adiposo (Sakaguchi et 




El potencial de diferenciación celular, incluida la diferenciación condrogénica, 
de las CMM de origen medular ha sido ampliamente documentado (Pittenger et al., 
1999; Sekiya et al., 2002; Vinardell et al., 2009), de modo que la médula ósea 
constituye la fuente celular clásica de CMM. Esta capacidad de diferenciación múltiple 
de las CMM desaparece durante el cultivo in vitro en relación con el número de 
divisiones celulares (Muraglia et al., 2000; Matsumoto et al., 2008), de modo que, con 
el número de subcultivos, se pierden progresiva y secuencialmente las capacidades 
adipogénica, condrogénica y osteogénica (Muraglia et al., 2000). Nosotros hemos 
utilizado CMM en pase S2, salvo en los casos de la subpoblación CD271+ y CD271- 
donde los pases fueron más elevados (entre el pase S4 y S9), observando en todos los 
casos la diferenciación de la población celular aislada. 
La membrana sinovial se ha considerado como una fuente potencial de células 
con capacidad para reparar el cartílago articular (De Bari et al., 2001; Fickert et al., 
2003). No obstante, nosotros hemos observado reparaciones de mayor calidad con 
CMM de médula ósea, líquido sinovial y músculo esquelético que las obtenidas tras el 
implante de CMM de membrana sinovial. Esto contradice estudios que consideran que 
esta membrana presenta ventajas para su aplicación en el tratamiento de lesiones del 
cartílago. Además del mayor potencial condrogénico de CMM de membrana sinovial 
frente a las CMM aisladas de otros tejidos, como médula ósea, periostio, músculo 
esquelético o tejido adiposo (Sakaguchi et al., 2005), las CMM de membrana sinovial 
tienen una mayor tendencia a la diferenciación condrogénica que a la diferenciación 
osteogénica (Djouad et al., 2005), sugiriendo un menor riesgo de osificación ectópica. 
No obstante, algunas evidencias han cuestionado la aplicación clínica de CMM 
procedentes de membrana sinovial para reparar lesiones del cartílago articular. Así, se 
ha observado en un modelo animal que CMM de membrana sinovial inducidas durante 
3 semanas de cultivo in vitro a la expresión de un fenotipo condrocitario, no son 
capaces de formar in vivo cartílago ectópico estable en un ambiente subcutáneo (De 
Bari et al., 2004). Estudios recientes han demostrado que, independientemente del nicho 
en el que se implanten las células, la diferenciación in vitro durante un tiempo de cultivo 
tan corto conduce a una insuficiente diferenciación condrogénica, incapaz de retener el 
fenotipo condrocitario y formar cartílago estable (Liu et al., 2008). 
El líquido sinovial sano o procedente de donante con patología articular (OA, 
AR, artritis psoriásica y artritis reactiva) contiene una población de CMM altamente 




2008). Por otra parte, las CMM provenientes de músculo esquelético muestran in vitro 
un elevado potencial de diferenciación, pudiendo originar tanto cartílago como hueso, 
tejido neural, células hematopoyéticas y músculo cardíaco (Adachi et al., 2002; Sinanan 
et al., 2006; Kuroda et al., 2006). Esta capacidad condrogénica también se ha observado 
en estudios in vivo. En un modelo de conejo, las CMM de músculo esquelético 
mostraban un potencial de reparación condral similar al de los propios condrocitos 
(Adachi et al., 2002). En un modelo de rata, tras el trasplante de las células a la zona 
lesionada, se podía apreciar a las pocas semanas un tejido brillante y bien integrado con 
el cartílago nativo (Kuroda et al., 2006). Nuestros resultados confirman que el líquido 
sinovial y el músculo esquelético contienen células con capacidad condrogénica. 
6.2.3.- La médula ósea es la mejor fuente de obtención de células madre 
mesenquimales para aplicación clínica 
La técnica de obtención de muestras de tejidos para terapia celular está 
condicionada por su carácter invasivo y por el daño y el dolor que causa al paciente. En 
este sentido, de los cuatro tejidos empleados en este estudio, la médula ósea es la que 
presenta mayores ventajas. Se obtiene con relativa facilidad mediante punción ósea 
(normalmente en la cresta ilíaca y, con menor frecuencia, en el esternón), precisando 
anestesia local y se regenera completamente.  
La obtención de muestras de músculo esquelético se realiza mediante un corte en 
la piel y en los tejidos adyacentes que permitan el acceso al músculo. Evidentemente, 
también es necesaria la anestesia para esta intervención. Aunque este tejido tiene 
capacidad de regeneración (Sinanan et al., 2006), precisa de un tiempo de recuperación 
de la porción muscular y de los tejidos anexos.  
Las muestras de membrana sinovial se obtienen mediante sinovectomía, en una  
intervención quirúrgica que permite acceder a la articulación sinovial sin dañar el 
cartílago articular. Este tipo de cirugías son mínimamente invasivas, pero existe un 
riesgo de afectación del cartílago y la regeneración de la membrana sinovial se produce 
a un ritmo lento (Ostergaard et al., 2001).  
La extracción de líquido sinovial (artrocentesis) es poco invasiva, ya que se 
realiza una punción y extracción del líquido sin necesidad de intervención quirúrgica ni 
daño en la superficie articular. No obstante, esta extracción es recomendable 
únicamente en los casos de articulación inflamada, dado que la cantidad de líquido 




considerable, puede afectarse secundariamente la articulación.  
6.3.- EXPRESIÓ DE MARCADORES DE CÉLULAS MADRE 
MESEQUIMALES E MEMBRAA SIOVIAL Y TEJIDO DE 
REPARACIÓ ESPOTÁEA DEL CARTÍLAGO ARTICULAR ARTRÓSICO  
Distintos estudios han mostrado evidencias de que la población de CMM está 
constituida por subpoblaciones celulares que difieren en sus características fenotípicas y 
en el potencial de diferenciación celular (Majumdar et al., 1998; Muraglia et al., 2000; 
Colter et al., 2001; Asakura et al., 2002; Jones et al., 2004; Shirasawa et al., 2006; 
Yoshimura et al., 2007; Zammit, 2008). Esto sugiere la posibilidad de que una 
subpoblación celular concreta ofrezca ventajas para la reparación del cartílago articular.  
Por ello, el conocimiento de la expresión de antígenos en la membrana sinovial, normal 
y artrósica, y en el tejido de reparación puede ser un instrumento útil para determinar los 
marcadores útiles para el aislamiento de la subpoblación de CMM con una mayor 
capacidad de reparación de lesiones condrales.   
6.3.1.- La membrana sinovial de pacientes artrósicos contiene más células que 
expresan marcadores de células madre mesenquimales que la membrana sinovial 
sana 
Este estudio demuestra por primera vez que la membrana sinovial artrósica 
contiene un mayor número de células que expresan marcadores de CMM que la 
membrana sinovial sana, sugiriendo que la membrana sinovial artrósica contiene más 
CMM que la membrana sinovial sana. Además, también demuestra que el tejido de 
reparación espontánea del cartílago artrósico contiene células con fenotipo similar al de 
las CMM. Recientemente, se ha descrito en membrana sinovial la presencia de CMM 
identificadas por su perfil fenotípico y su capacidad de diferenciación celular (De Bari 
et al., 2001; Fickert et al., 2003). También se ha mostrado que estas células tienen 
características ultraestructurales y morfológicas similares a las de los sinoviocitos B 
(Vandenabeele et al., 2003). Aunque no hay marcadores específicos para identificar 
CMM, estas células se caracterizan fenotípicamente mediante el uso de un discreto 
número de anticuerpos monoclonales (Horwitz et al., 2005). Actualmente, el criterio 
consensuado es que las CMM son negativas para marcadores hematopoyéticos, como 
CD34 y CD45, y positivas para otros marcadores como CD29, CD44, CD90 y CD105 
(Pittenger et al., 1999).  




corresponde a CMM. Las condiciones de cultivo que hemos utilizado para aislar esta 
fracción son similares a las empleadas para obtener sinoviocitos fibroblásticos y están 
basadas, en parte, en el hecho de que los sinoviocitos requieren más tiempo para 
adherirse al frasco de cultivo que las CMM. Además, para mejorar el proceso de 
obtención de CMM de membrana sinovial hemos utilizado la técnica del preplating 
(Richler y Yaffe, 1970). 
Como no se han descrito marcadores específicos para CMM, hemos utilizado 
marcadores de superficie celular que han sido usados para caracterizar fenotípicamente 
a las células con capacidad de diferenciación múltiple. Nuestra población celular se 
caracterizó fenotípicamente por la expresión simultánea de los antígenos CD44 y CD90 
(el 97% de todas las CMM expresaban ambos antígenos). Estos dos antígenos han sido 
identificados en CMM no diferenciadas procedentes de médula ósea y de membrana 
sinovial (Majumdar et al., 2000; Barry et al., 2001; Lee et al., 2004; Djouad et al., 
2005). Cabe señalar, no obstante, que hemos observado la expresión del antígeno 
CD271 en CMM recién aisladas de membrana, pero esta expresión desaparecía 
rápidamente tras iniciarse el cultivo in vitro. En CMM recién aisladas de médula ósea y 
almohadilla grasa infrarrotuliana humanas también se observó la expresión del antígeno 
CD271, pero esta expresión llegaba a reducirse casi completamente con el cultivo in 
vitro (Quirici et al., 2002; Khan et al., 2008). 
Además, la identificación de estas células se ha basado en sus propiedades 
funcionales. Así, hemos demostrado que en condiciones apropiadas, las células 
obtenidas de membrana sinovial pueden diferenciarse en condrocitos, adipocitos y 
osteoblastos. Estos hallazgos indican que la membrana sinovial de pacientes con OA 
contiene una población celular con capacidad de diferenciación múltiple y con una 
expresión de antígenos de superficie celular similar a la de las CMM de médula ósea. 
Esto sugiere que las células aisladas de membrana sinovial en este estudio pueden 
considerarse como CMM.  
El estudio cuantitativo de la población de CMM en membrana sinovial de 
pacientes con OA se ha realizado previamente mediante citometría de flujo, pero no se 
ha comparado hasta el momento actual la presencia de CMM en tejido sinovial sano y 
artrósico (Fickert et al., 2003). Nuestro estudio semicuantitativo compara, por primera 
vez, el porcentaje de CMM en membrana sinovial sana con el porcentaje de CMM en  
membrana sinovial artrósica. Además, hemos clarificado la distribución tisular de CMM 




contiene un mayor número de CMM que la membrana sinovial sana. 
Hemos observado que la expresión del antígeno CD271 en el tejido sinovial 
artrósico es mayor que en el tejido sinovial sano. Por otra parte, la expresión de CD44 y 
CD90, pero no de CD105, son significativamente más altos en la membrana sinovial 
artrósica que en la membrana sana. Dado que estos antígenos se han identificado como 
marcadores de CMM de diferentes tejidos, incluyendo la médula ósea, el tejido adiposo 
y la membrana sinovial (Lee et al., 2004; Djouad et al., 2005), estos resultados sugieren 
una mayor presencia de CMM en membrana sinovial artrósica que en membrana 
sinovial sana.  
6.3.2.- El tejido de reparación espontánea del cartílago articular artrósico contiene 
células que expresan marcadores de células madre mesenquimales 
Nosotros hemos analizado muestras del tejido de reparación espontánea que se 
forma en las zonas dañadas del cartílago artrósico y hemos encontrado células que 
muestran un fenotipo similar al de las CMM identificadas en las membranas sinoviales 
artrósicas (células que expresan los antígenos CD44, CD90 y CD271). 
Recientemente, se han identificado CMM en cartílago articular humano sano y 
de pacientes con OA (Alsalameh et al., 2004; Dowthwaite et al., 2004). Estas células 
progenitoras se han relacionado con el proceso de reparación del cartílago, aunque su 
papel en la patogénesis de la OA no está totalmente claro (Alsalameh et al., 2004; 
Dowthwaite et al., 2004). La OA es una enfermedad degenerativa caracterizada por la 
destrucción progresiva del cartílago articular. La capacidad de autopreparación del 
cartílago articular es limitada, de modo que la reparación espontánea conduce a la 
síntesis de un tejido de nueva formación fibrocartilaginoso (Brandt et al., 2006). 
Aunque en el tejido de reparación espontánea de pacientes con OA se encuentran 
CMM, la capacidad de estas células para reparar el cartílago articular puede encontrarse 
disminuida por los efectos del progreso de la propia degradación del cartílago. El 
hallazgo de que el antígeno CD105 no se expresa en CMM localizadas en el tejido de 
reparación espontánea sugiere que estas células pueden ser necesarias para los procesos 
de reparación eficaz del cartílago articular artrósico. 
6.3.3.- El tejido sinovial y el tejido de reparación espontánea del cartílago artrósico 
contienen células que expresan el antígeno CD271 
Este estudio demuestra por primera vez que el tejido sinovial y el tejido de 




antígeno CD271. La expresión del antígeno CD271 se ha descrito previamente en varios 
tejidos humanos como médula ósea (Cattoretti et al., 1993; Quirici et al., 2002; Jones et 
al., 2006; Soncini et al., 2007), almohadilla grasa articular (English et al., 2007) y 
membranas fetales (Soncini et al., 2007). También se ha descrito la expresión de ARNm 
de CD271 en CMM de médula ósea (Covas et al., 2008). 
Diferentes estudios muestran que el antígeno CD271 es un marcador clave de 
CMM en médula ósea y otros tejidos. El aislamiento de CMM mediante la utilización 
de anticuerpos contra el antígeno CD271 permite obtener una población celular 
fenotípica y funcionalmente homogénea (Quirici et al., 2002; Bühring et al., 2007), con 
un elevado potencial clonogénico y un alto potencial de diferenciación hacia múltiples 
linajes de células mesenquimales (Quirici et al., 2002; Soncini et al., 2007). 
6.3.4.- Procedencia de las células madre mesenquimales del tejido de reparación 
espontánea del cartílago articular artrósico 
La presencia de CMM en tejido sinovial de pacientes con OA plantea la cuestión 
de si estas células aparecen en la articulación como resultado de un proceso inflamatorio 
o si ellas están ya presentes previamente al inicio de la enfermedad. Se ha sugerido que 
las CMM están entre las primeras células en llegar a la articulación preartrítica (Jones et 
al., 2004). Para ayudar a resolver esta cuestión, nosotros demostramos que el tejido 
sinovial de individuos sanos contiene marcadores de CMM. Por tanto, estas células 
probablemente están presentes antes de que ocurra la activación del proceso 
inflamatorio. 
Algunos autores han sugerido la existencia de conductos que comunican la 
médula ósea y la membrana sinovial, que permitirían la migración de células madre 
desde la médula ósea hacia la membrana sinovial de las articulaciones con inflamación 
(Alsalameh et al., 2004). Como se ha descrito la presencia de osteoclastos activos en las 
proximidades de conductos óseos de amplio diámetro, el mecanismo de la formación de 
los conductos óseos es, al menos en parte, mediada por osteoclastos (Alsalameh et al., 
2004). No obstante, en la lesión confinada al cartílago articular, parece poco probable 
que estas células atraviesen la capa subyacente de cartílago articular para alcanzar la 
membrana sinovial. 
Nosotros observamos que, durante el proceso inflamatorio degenerativo que 
ocurre durante la OA, varios de nuestros casos presentaron características típicas de un 




hiperplasia de células de la íntima, infiltración de linfocitos, células plasmáticas y 
células del linaje monocito/macrófago. Estas células probablemente procedían de la 
médula ósea y se transportaron a través del sistema vascular y la sangre periférica hasta 
la membrana sinovial artrósica. Las CMM podrían migrar hacia las membranas 
sinoviales utilizando este mecanismo. Nuestros resultados, que demuestran la presencia 
de células positivas para los antígenos CD44, CD90, CD105 y CD271 en la subíntima y 
alrededor de los vasos sanguíneos en la membrana sinovial, apoyan esta hipótesis. Así, 
probablemente, el incremento de células expresando marcadores de CMM en membrana 
sinovial artrósica se debe a la migración de estas células a través del árbol vascular, 
procedentes de la médula ósea.   
La presencia de células que expresan marcadores de CMM en el tejido de 
reparación espontánea del cartílago artrósico plantea la cuestión sobre la procedencia de 
estas células. Cuando se daña un tejido, las fases iniciales de los mecanismos de 
reparación implican la presencia de células madre e inflamatorias en el tejido afectado y 
su migración a través del sistema vascular. Como el cartílago articular es avascular, 
debe autorrepararse o confiar en los tejidos vecinos para su reparación. 
En los defectos osteocondrales, las CMM de médula ósea pueden migrar hacia la 
lesión incluidos en un coágulo de fibrina y promover un tejido de reparación (Shapiro et 
al., 1993). Pero en los defectos condrales, que están confinados en la capa de cartílago 
articular y no afectan al hueso subcondral, las células que pueden promover la 
reparación condral son las CMM del propio cartílago (Alsalameh et al., 2004) o CMM 
de tejidos vecinos, como membrana sinovial (De Bari et al., 2001) y almohadilla grasa 
articular (English et al., 2007). Además, la membrana sinovial constituye una fuente 
potencial de nutrientes y factores que pueden modular la reparación del cartílago 
articular (Hunziker y Rosenberg, 1996; Majumdar et al., 2000). 
Es posible que CMM con capacidad condrogénica presentes en la membrana 
sinovial puedan migrar a través de la cavidad sinovial hacia el defecto condral y 
participar en el proceso activo de reparación del cartílago articular. Nosotros hemos 
observado el incremento del porcentaje de células positivas para el antígeno CD271 en 
la membrana sinovial artrósica y un elevado porcentaje de células que expresan este 
antígeno en el tejido de reparación espontánea del cartílago articular artrósico. 
Curiosamente, se han descrito en CMM del líquido sinovial artrítico humano la 
expresión del antígeno CD271 (Jones et al., 2004), sin embargo, las CMM del líquido 




Todos estos datos sugieren que, en el proceso degenerativo del cartílago 
articular, se activa la movilización de CMM CD271+ desde la médula ósea y, a través 
del sistema vascular, estas células primero alcanzan la membrana sinovial y en segundo 
lugar alcanzan el cartílago dañado. Así, el proceso de reparación espontánea del 
cartílago articular artrósico probablemente implica la migración de CMM a través del 
árbol vascular desde la médula ósea hasta la membrana sinovial artrósica y desde aquí, 
atravesando la cavidad sinovial, hasta el cartílago dañado.  
Además, en el tejido de reparación espontánea del cartílago articular artrósico, el 
64% de las células que expresan el antígeno CD271 resultó positivo para el antígeno 
CD44, un marcador de CMM (Pittenger et al., 1999). Recientemente, se ha descrito que 
las poblaciones de condrocitos seleccionados con el antígeno CD44 generan un tejido 
cartilaginoso de calidad superior al que genera la población celular sin seleccionar 
(Grogan et al., 2007). Así, la expresión del antígeno CD271 está altamente asociada a la 
expresión del antígeno CD44, un supuesto marcador de condrogénesis. A la vista de 
estos resultados, el antígeno CD271 se postula como un marcador de CMM implicado 
en la reparación del cartílago articular. 
En resumen, se aislaron células de membranas sinoviales de pacientes con OA 
que mostraban el fenotipo característico de las CMM y la capacidad de diferenciarse en 
condrocitos in vitro. Además, las membranas sinoviales de pacientes con OA contienen 
más CMM que las membranas sinoviales sanas procedentes de articulaciones sin 
cartílago dañado. El tejido de reparación espontánea del cartílago articular artrósico 
contiene CMM positivas para los antígenos CD44, CD90 y CD271, pero el antígeno 
CD105 estaba ausente. 
6.4.- REPARACIÓ I VITRO DE DEFECTOS CODRALES CO CÉLULAS 
MADRE MESEQUIMALES CD271+ DE MÉDULA ÓSEA 
Las CMM se pueden obtener de pequeñas muestras de tejido y proliferar en 
cultivo hasta alcanzar el número apropiado para su aplicación clínica. Esta población de 
CMM resulta heterogénea, de modo que está conformada por subpoblaciones que 
difieren en la expresión de marcadores y su capacidad de diferenciación celular  
(Majumdar et al., 1998; Muraglia et al., 2000; Colter et al., 2001; Asakura et al., 2002; 
Jones et al., 2004; Shirasawa et al., 2006; Yoshimura et al., 2007; Zammit, 2008). Esto 
sugiere que una subpoblación celular puede aportar ventajas para reparar un tejido 




tejido de reparación espontánea de cartílago articular artrósico. Además, su expresión 
aumenta en la membrana sinovial con la aparición de la OA, al igual que lo hace la 
expresión de otros antígenos expresados por las CMM. Por otra parte, las CMM aisladas 
de médula ósea parecen mostrar ventajas reparativas frente a las CMM procedentes de 
otras fuentes celulares: producen un amplio llenado del defecto condral y el tejido de 
reparación muestra una morfología que recuerda a la del cartílago articular, con una 
moderada presencia de PG. Estos datos sugieren que la subpoblación seleccionada para 
el antígeno CD271 de CMM aisladas de médula ósea presenta ventajas para la 
reparación del cartílago articular. 
6.4.1.- El antígeno CD271 está presente en poblaciones de células madre 
mesenquimales procedentes de diferentes fuentes tisulares  
Inicialmente, la expresión del antígeno CD271 fue descrita en el sistema 
nervioso y se sugirió que estaba implicado en el desarrollo, la supervivencia y la 
diferenciación celular. Este antígeno, también denominado LGFR o receptor de 
neurotrofina p75, se ha descrito en otros tejidos humanos como médula ósea (Cattoretti 
et al., 1993; Quirici et al., 2002; Jones et al., 2006; Soncini et al., 2007), grasa 
infrarrotuliana de Hoffa (English et al., 2007) y membranas fetales (Soncini et al., 
2007). También se ha observado la expresión de ARNm de CD271 en CMM 
procedentes de médula ósea (Covas et al., 2008). 
Distintos datos muestran que el CD271 es un marcador clave de CMM en 
médula ósea y otros tejidos. La selección positiva utilizando anticuerpos para CD271 
permite obtener una población fenotípica y funcionalmente homogénea (Quirici et al., 
2002; Bühring et al., 2007), con un elevado potencial clonogénico y una elevada 
capacidad para diferenciarse en múltiples linajes de células mesenquimales (Quirici et 
al., 2002; Soncini et al., 2007). En particular, las CMM CD271+ obtenidas de 
membranas fetales poseen un mayor potencial clonogénico y de diferenciación 
osteogénica que la población CMM CD271- (Soncini et al., 2007). En otros estudios se 
demuestra que las células previamente separadas, entre otros antígenos, para CD271 
presentaron multipotencialidad, diferenciándose a condrocitos, osteocitos y adipocitos 
(Jones et al., 2002). 
Además, la expresión de CD271 en CMM presenta similitudes con Stro-1, un 
marcador de CMM bien conocido. Ambas moléculas son fuertemente expresadas en 




(Jones et al., 2002). Las poblaciones celulares negativas para Stro-1 o negativas para 
CD271 no presentaron actividad CFU-F (Simmons y Torok-Storb, 1991; Quirici et al., 
2002). 
6.4.2.- La expresión de CD271 se pierde durante la proliferación in vitro 
En concordancia con los resultados de otros estudios (Jones et al., 2002; 2004), 
hemos observado que la población de CMM aislada de médula ósea pierde 
gradualmente la expresión del antígeno CD271 durante el cultivo in vitro. Esta pérdida 
de expresión también se ha descrito para las CMM aisladas de membrana amniótica, de 
corion, de líquido sinovial y de grasa infrarrotuliana (Quirici et al., 2002; English et al., 
2007; Soncini et al., 2007; Khan et al., 2008). En consecuencia, hemos observado un 
2,6% de células CD271+ en los cultivos de la población de CMM de médula ósea. Este 
bajo porcentaje está en consonancia con los resultados obtenidos por otros autores en 
distintas poblaciones de células de médula ósea, como el 0,8% de células CD271+ 
descrito en la población de células estromales mesenquimales multipotentes (Soncini et 
al., 2007) o el 2,3% de células CD271+ descrito en la población de células 
mononucleares de baja densidad (Quirici et al., 2002). 
6.4.3.- La reparación in vitro de defectos de cartílago articular con la subpoblación 
celular CD271+ aporta una calidad tisular superior que la proporcionada por la 
subpoblación CD271- 
Para valorar la posible movilización a través del árbol vascular de CMM 
CD271+ hasta el cartílago dañado, nosotros determinamos la capacidad de CMM 
CD271+ aisladas de médula ósea para reparar defectos focales de cartílago articular en 
medio condrogénico. Por otra parte, diferentes estudios en modelos animales de 
reparación de lesiones condrales tras el implante de CMM confinadas en defectos 
delimitados por periostio (Im et al., 2001) o embebidas en gel de colágeno (Wakitani et 
al., 1989) indican que las CMM se pueden diferenciar de acuerdo con el medio 
biológico en el que se encuentran.  
Este es el primer estudio in vitro que muestra que implantes de CMM 
expandidas en cultivo en monocapa pueden reparar defectos focales de cartílago 
articular humano. Tras cortos tiempos de cultivo (8 semanas), ambos grupos de 
implantes de CMM (CD271- y CD271+) formaron un tejido de reparación que mostraba 
características morfológicas similares a las del cartílago articular. Así, la MEC tenía un 




alojaban una célula. Además, mostraba positividad para colágeno tipo II y, en particular, 
los implantes de CMM CD271+ aportaron un discreto contenido en PG. No obstante, el 
tejido de reparación también mostraba características propias de tejido fibroso, como la 
presencia de colágeno tipo I.  
Diversos estudios han descrito la coexistencia de características cartilaginosas y 
fibrosas en un mismo tejido de reparación tras implante celular in vivo. Así, al año del 
implante de condrocitos autólogos se ha observado en la misma biopsia zonas de 
morfología fibrocartilaginosa y de morfología hialina (Richardson et al., 1999; Peterson 
et al., 2000; Roberts et al., 2001). Además, se ha observado en el tejido de reparación 
actividad agrecanasa y metaloproteasa, con una mayor actividad de la agrecanasa en las 
regiones fibrocartilaginosas (Roberts et al., 2001) y la expresión a nivel de ARNm de 
los procolágenos tipo IIA y tipo IIB (Nah et al., 2001; Briggs et al., 2003), 
característicos respectivamente del estado precondrocítico y de condrocitos 
diferenciados. Estos datos sugieren que el autoimplante de condrocitos es capaz de 
inducir la regeneración del cartílago articular, probablemente por el reemplazamiento y 
la remodelación de una matriz inicial fibrocartilaginosa, mediante degradación 
enzimática y síntesis de colágeno tipo II. Se considera que este proceso continúa más 
allá de los 24 meses después del implante (Peterson et al., 2000; Bentley et al., 2003), 
desarrollándose en tres etapas clave: proliferación celular (abarca las 6 primeras 
semanas), transición (entre las semanas 7 y 26) y remodelamiento (más allá de 27 
semanas) (Minas y Peterson, 1997). Todos estos datos y las limitaciones de nuestro 
modelo in vitro (ausencia de estímulos biomecánicos y bioquímicos y reducido tiempo 
de cultivo) explican la coexistencia de características fibrosas y cartilaginosas en el 
tejido de reparación.  
Ambos grupos de implantes mostraban diferencias en el tejido de reparación, de 
modo que el implante con CMM CD271+ aportaba una reparación de mayor calidad 
que el implante con CMM CD271-. El análisis comparativo entre ambas poblaciones 
celulares indicaba que, tras el implante de células CD271+, se obtenía un mayor llenado 
del defecto condral y el tejido de reparación mostraba una mejor integración con el 
cartílago nativo, una mayor regularidad de la superficie y una morfología más 
condrocítica de las células que lo integraban. Además, el implante de CMM CD271+ 
producía un tejido de reparación moderadamente positivo para la tinción de la safranina 
O, indicando así la presencia de PG.  




de la población de CMM CD271+. En este estudio se ha utilizado un método 
inmunomagnético de aislamiento celular para obtener una población positiva para el 
antígeno CD271. Esta población celular resultó prácticamente homogénea para los 
antígenos CD44 y CD90, mientras que otros antígenos, como CD29 y CD166, sólo se 
expresaron en discretos porcentajes de células. El análisis comparativo del perfil 
fenotípico mediante citometría de flujo entre dos poblaciones de CMM procedentes de 
médula ósea, la población CD271 bright (brillante) y la población CD271 dim (tenue), 
mostraron que sólo la población CD271 bright fue positiva para los marcadores 
preestablecidos de CMM y contenían CFU-F (Bühring et al., 2007). 
Todo ello sugiere que, para lograr un uso clínico de CMM eficaz en el 
tratamiento de defectos focales de cartílago, es preciso determinar qué población de 
CMM presenta mejores condiciones para reparar el cartílago articular. Nuestros 
resultados indican que la subpoblación CD271+ de CMM aporta ventajas en la 










1) La expresión de marcadores de células madre mesenquimales y la capacidad de 
diferenciación condrogénica, osteogénica y adipogénica permiten considerar a 
las células aisladas de médula ósea, membrana sinovial, líquido sinovial y 
músculo esquelético como células madre mesenquimales.  
2) Las células aisladas de médula ósea, membrana sinovial, líquido sinovial y 
músculo esquelético tienen capacidad de reparación in vitro de defectos focales 
y superficies artrósicas del cartílago articular. 
3) El análisis comparativo de la reparación de defectos focales del cartílago 
articular entre las células aisladas de las distintas fuentes tisulares indica que la 
reparación de mayor calidad  se obtiene con células aisladas de médula ósea.  
4) A pesar de la ausencia de estímulos biomecánicos y bioquímicos, nuestro 
modelo in vitro permite valorar la reparación de lesiones del cartílago articular 
con el implante de células aisladas de distintas fuentes tisulares.  
5) La membrana sinovial de pacientes artrósicos contiene más células que expresan 
marcadores de células madre mesenquimales que la membrana sinovial sana. 
6) De los marcadores CD44, CD90, CD105 y CD271, que son descritos en células 
madre mesenquimales, el tejido de reparación espontánea del cartílago articular 
artrósico contiene células que sólo expresan los marcadores CD44, CD90 y 
CD271. 
7) El incremento de la expresión del  antígeno CD271 en membrana  sinovial desde 
la condición sana a la artrósica, su nivel de asociación con la expresión de los 
antígenos CD90 y CD44 en membrana sinovial de pacientes artrósicos, así como 
su elevado porcentaje de expresión en el tejido de reparación espontánea del 
cartílago articular artrósico, sugiere que este antígeno puede constituir un eficaz 
marcador para seleccionar una subpoblación de células madre mesenquimales 
con una mayor tendencia a la diferenciación condrogénica. 
8) La subpoblación de células madre mesenquimales CD271+ aisladas de médula 




9) El incremento con la condición artrósica en membrana sinovial del porcentaje de 
células madre mesenquimales y, en particular, de la expresión del antígeno 
CD271, así como la elevada presencia de este antígeno en el tejido de reparación 
espontánea del cartílago articular artrósico, sugiere que con el proceso 
degenerativo del cartílago articular se activa la movilización de células madre 
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µl   Microlitro 
µm   Micras 
ADNc   Ácido desoxirribonucleico complementario 
AH   Ácido hialurónico 
AINE   Antiinflamatorios no esteroideos 
AR   Artritis reumatoide 
ARNm  Ácido ribonucleico mensajero 
BMP   Bone morphogenetic proteína, proteína morfogénica de hueso 
BSA    Bovine serum albumin, albúmina de suero bovino  
C-4-S    Condroitín-4-sulfato 
C-6-S   Condroitín-6-sulfato 
CD   Cluster of differentiation 
CDMP Cartilage derived morphogenic protein, proteína morfogénica 
derivada de cartílago 
CFU-F Colony forming unit-fibroblast, unidad formadora de colonias-
fibroblasto 
cm2   Centímetro cuadrado 
CMM   Células madre mesenquimales 
CO2   Dióxido de carbono 
Col   Colágeno 
COMP   Cartilage oligomeric matrix proteína 
DAB   3,3’-diaminobenzidina tetrahidroclorada 
DMEM   Dulbecco’s Modified Eagles’s Médium 
EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 
FACS   Fluorescence activated cell sorting 
FGF   Fibroblastic growth factor, factor de crecimiento fibroblástico 
Fig.   Figura 
Figs.   Figuras 
g   Gramos 
GAG   Glucosaminoglicanos 
GDF5 Growth differentiation factor, factor 5 de diferenciación de 
crecimiento 




HGF   Hepatocyte growth factor, factor de crecimiento de hepatocitos 
IGF   Insulin growth factor, factor de crecimiento de tipo insulina 
IL   Interleucina 
iPS Induced pluripotent stem cells, células madre pluripotentes 
inducidas 
kDa   kiloDalton 
KS   Keratán sulfato 
L,GFR  Low affinity growth factor receptor 
M   Molar 
MEC   Matriz extracelular 
mg   Miligramos 
min   Minutos 
ml   Mililitros 
mm   Milímetro 
mm3   Milímetro cúbico 
MMP   Metaloproteasas 
O2   Oxígeno molecular 
OA   Osteoarthritis, artrosis 
OARSI   Osteoarthritis Research Society International 
ºC   Grados centígrados 
Oil red O   1-[2,5-dimetil-4-(2,5-dimetilfenilazo)fenilazo]-2-naftol 
P/E   Penicilina-Estreptomicina 
PBS   Phosphate Buffered Saline 
PD   Population doublings 
PG   Proteoglicanos 
SBF   Suero bovino fetal 
SYSADOA  Symptomatic slow-acting drugs for treatment osteoarthritis 
T amb   Temperatura ambiente 
TGF-β   Transforming growth factor β 
T,F   Tumor necrosis factor, factor de necrosis tumoral 
VCAM   Molécula de adhesion celular vascular 
xg   Fuerza centrífuga relativa 
